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i n s l u d g e v o l u m e (n o b i o m a s s g e n e r a t i o n ) ; a n d a b e t t e r d e f i n e d s y s t e m w i t h s im p l e r
p r o c e s s c o n t r o l .
T h e im p l i c a t i o n s o f t h e r e s e a r c h c o n d u c t e d t o d a t e a r e t h a t e n z y m a t i c p he n o l o x i d a t i o n
m a y b e a p p l i c a b l e f r o m l o w p h e n o l l e v e l s ( su c h a s m a y b e f o u n d i n s u r f a c e w a t e r s a n d
g r o u n d w a t e r ) t o m o d e r a t e a n d h i g h p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s i n r a w w a s t e w a t e r s . A i t k e n
( 19 9 3 ) s u g g e s t e d t h a t e n z y m a t i c p r o c e s s e s w o u l d b e m o s t a p p r o p r i a t e i n t h e f o l l o w i n g
a p p l i c a t i o n s .
( 1 ) R e m o v a l o f s p e c i f ic c h e m i c a l s f r o m a c o m p l e x i n d u s t r i a l w a s t e m i x t u r e p r i o r t o o n -
s i t e o r o f f - s i t e b i o l o g i c a l t r e a t m e n t f o r
a . r e d u c t i o n o f w a s t e i n h i b i t o r y p r o p e r t i e s o r t o x i c i t y
b r e m o v a l o f t o x i c o r o t h e r h a z a r d o u s c o n s t i t u e n t s t o e x e m p t w a s t e b i o l o g i c a l
s lu d g e f r o m r e g u l a t i o n a s a h a z a r d o u s w a s t e .
(2 ) R e m o v a l o f s p e c i f i c c h e m i c a l s f r o m d i l u t e m i x t u r e s , s u c h a s c o n t a m i n a t e d g r o u n d
w a t e r
,
f o r w h i c h c o n v e n t i o n a l m i x e d c u l to r e b i o l o g i c a l t r e a t m e n t m a y n o t b e f e a s ib l e .
( 3 ) P o l i s h i n g o f a t r e a t e d w a s t e w a t e r (m u n i c i p a l o r i n d u s t r i a l ) o r g r o u n d w a t e r t o m e e t
w h o l e e f f l u e n t t o x i c i t y c r i t e r i a .
( 4 ) T r e a t m e n t o f w a s t e s g e n e r a t e d i n f r e q u e n t l y o r i n i s o l a t e d l o c a t i o n s ( i n c l u d i n g s p i l l
s i t e s o r a b a n d o n e d w a s t e d i sp o s a l s i t e s ) .
(5 ) I n - p l a n t t r e a tm e n t o f l o w v o l u m e , h i g h c o n c e n t r a t i o n w a s t e w a t e r a t t h e p o i n t o f
g e n e r a t i o n i n a m a n u f a c t u r i n g f a c i l i t y , p o s s i b l y a l l o w i n g r e u s e o f t h e t r e a t e d p r o c e s s
w a t e r , r e c o v e r y o f s o l u b l e p r o du c t , o r r e m o v i n g p o l l u t a n t s k n o w n t o c a u s e p r o b l e m s
d o w n s t r e a m w h e n m i x e d w i t h o t h e r w a s t e s f r o m t h e p l a n t .
O bj e c t i v e s a n d Sc o p e o f R e s e a r c h
E n z y m a t i c t r e a tm e n t h a s b e e n s h o w n t o b e e f f e c t i v e f o r r e m o v a l o f a v a r i e t y o f
c h e m i c a l s i n a q u e o u s s o l u t i o n , h o w e v e r l i t t l e r e s e a r c h h a s b e e n c o m p l e t e d o n e n z y m a t i c
o x i d a t i o n o f ' r e a l ' i n d u s t r i a l w a s t e w a t e r s . T h e p u r p o s e o f t h i s r e s e a r c h p r o j e c t w a s t o
e v a l u a t e t h e a p p l i c a t i o n o f C o p r i n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i d a s e i n r e d u c i n g t h e p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n i n a n a c t u a l h i gh - s t r e n g t h i n d u s t r i a l w a s t e w a t e r T h e w a s t e w a t e r w a s r a w
d i s t i l l a t e f r o m a p h e n o l - f o r m a l d e h y d e m a n u f a c t u r i n g p r o c e s s
T h e s p e c i f i c o bj e c t i v e s o f t h i s s t u d y w e r e : t o c h a r a c t e r i z e t h e w a s t e s t r e a m s a m p l e ; t o
e v a l u a t e e n z y m e k i n e t i c s , i n c l u d i n g t h e k i n e t i c s o f i n a c t i v a t i o n ; t o e v a l u a t e f a c t o r s t h a t
a f f e c t e n z y m e - c a t a l y z e d o x i d a t i o n , s u c h a s p H , e n z y m e c o n c e n t r a t i o n , s u b s t r a t e
c o n c e n t r a t i o n , i n t e r f e r i n g c o m p o u n d s , a n d r e a c t o r c o n f i g u r a t i o n ; a n d , t o o p t im i z e
p h e n o l r e m o v a l w h i l e m i n im i z i n g t r e a tm e n t c o s t .
F o r c o m p a r i s o n p u r p o s e s , F e n t o n
'
s r e a c t i o n ( f e r r o u s i r o n a n d h y d r o g e n p e r o x i d e ) w a s
a l s o s t u d i e d a s a t r e a t m e n t o p t i o n f o r t h e w a s t e w a t e r . R e a g e n t c o n s u m p t i o n a n d
p o t e n t i a l c o s t o f e a c h t r e a t m e n t p r o c e s s w e r e c o m p a r e d
B A C K G R O U N D A N D L I T E R A T U R E R E V I E W
R e s i n P r o d u c t i o n a n d W a s t e w a t e r G e n e r a t i o n
T h e w a s t e w a t e r u s e d i n t h i s s t u dy w a s f r o m O c c i d e n t a l C h e m i c a l C o r p o r a t i o n
(O x y C h e m ) , w h o s e p l a n t s p r o d u c e r e s i n s b a s e d o n t h e r e a c t i o n o f p h e n o l w it h
f o r m a l d e hy d e T h e t e r m
'
r e s i n
' i s u s e d i n g e n e r a l t o d e s c r ib e a w i d e v a r i e t y o f m a t e r i a l s ,
a ll o f w h i c h a r e b a s e d o n t h e r e a c t i o n b e t w e e n p he n o l , o r a s u b s t i t u t e d p h e n o l s u c h a s
c r e s o l o r r e s o r c i n o l
,
a n d a n a l d e h y d e su c h a s fo r m a l d e hy d e o r a c e t a l d e h y d e
P h e n o l i c r e s i n s c a n b e s e p a r at e d i n t o t w o g e n e r a l c a t e g o r i e s ; r e s o l s a n d n o v o l a k s
O x y c h e m p r o du c e s l i q u i d a n d s o l i d r e s i n s a t t hi s f a c i l it y , a n d w a s t e w a t e r f r o m a l l t h e
m a n u f a c t u r in g p r o c e s s e s i s c o mb i n e d T h e w a s t e w a t e r u t il i z e d i n t hi s s t u d y w a s a m ix t u r e
o f d i s t i l l a t e s f r o m r e s o l a n d n o v o l a k p r o du c t io n p r o c e s s e s I n f o r m a t io n o n t h e g e n e r a l
p r o d u c t i o n o f r e s o l s a n d n o v o l a k s i s p r e s e n t e d b e l o w f o r i n s i g ht i n t o t h e n a t u r e o f t h e
w a s t ew a t e r ; t h i s i n f o r m a t i o n w a s d e r i v e d l a r g e l y f r o m H a c k m a n ( 19 7 8 ) a n d f r o m p e r s o n a l
c o m m u n ic a t i o n s w i t h D r Ja m e s D u f fy o f O x y C h e m
R e s o l s a r e f o r m e d f r o m a m i x t u r e o f p h e n o l a n d f o r m a l d e hy d e w it h f o r m a l d e hy d e i n
e x c e s s A n a l k a l i s u c h a s s o di u m h y d r o x i d e i s u s e d t o c a t a ly z e p o l y m e r i z a t i o n o f t h e r e s i n
T h e p H o f t h e r e a c t i o n u s u a l ly r a n g e s f r o m 8 t o 1 1 N o v o l a k s , o n t h e o t h e r h a n d , a r e
f o r m e d w i t h fo r m a ld e h y d e a s a l i m it i n g r e a c t i o n c o m p o n e n t N o v o l a k p o l y m e r i z a t i o n i s
c a r r i e d o u t i n a n a c i d m e d i u m u s in g a c a t a ly s t s u c h a s s u l f u r i c a c i d ; t h e p H o f t h e r e a c t i o n
i s u s u a l ly b e t w e e n 0 5 a n d 1 5 T y p i c a l r e a c t i o n s f o r r e s o l a n d n o v o l a k f o r m a t i o n a r e
s h o w n in F i g u r e s 1 a n d 2 I n r e s o l p r o du c t i o n , t h e r e a c t i n g m i x t u r e i s s t o p p e d s h o r t o f
c o m p l e t i o n a t a n a v e r a g e m o l e c u l a r w e i g ht o f t h e p o l y m e r a p p r o p r i a t e f o r t h e e n d u s e o f
t he m a t e r i a l T h e m i x t u r e i s c o o l e d i n it s p a r t i a l l y p o l y m e r i z e d f o r m ; th e c o o l i n g d o e s n o t
c o m p l e t e l y s t o p f l i r t h e r p o ly m e r i z a t io n , b u t m e r e ly r e t a r d s i t T h e r e a c t i o n m i x t u r e f o r
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fi g u r e 2 . T y p ic a l R e a c t io n t o F o r m N o v o l a k R e s i n
(F r o m H a c k m a n , 1 9 78 )
n o v o l a k s c o n t a i n s a d e f i c i e n c y o f f o r m a l d e h y d e , a n d v i r t u a l l y a l l o f t h e f o r m a l d e hy de i s
c o n s u m e d d u r i n g t he p o ly m e r i z a t i o n D u e t o t h i s a lm o s t c o m p l e t e c o n s u m p t i o n , t h e
p r o d u c e r m u s t a d d a d d i t i o n a l f o r m a l d e h y d e in o r d e r t o c o m p l e t e t h e p o ly m e r i z a t i o n
S o m e t im e s t h i s a d d i t i o n a l r e qu i r e m e n t i s m e t by a d di n g p a r a f o r m a l d e h y d e , w h i c h i s a s o l i d
p o l y m e r o f f o r m a l d e hy d e
E x c e p t f o r c o n t i n u o u s p r o c e s s e s u s e d t o pr o du c e Uq u id e p o x ie s , p h e n o l i c r e s i n s a r e m a d e
i n b a t c h r e a c t o r s , s u c h a s t he c o n fi g u r a t i o n s h o w n i n F i g u r e 3 U s u a l ly , r e s i n s a r e
p r o du c e d i n r e l a t iv e ly s m a ll q u a n t i t i e s a n d w a s t e w a t e r g e n e r a t e d a t p r o d u c t i o n fa c i l it i e s i s
o ft e n di s c h a r g e d t o m u n i c i p a l s e w e r s y s t e m s T h e p r i n c i p a l s o u r c e o f hi g h - s t r e n gt h
w a s t e w a t e r i s t h e c o n d e n s a t e o r d i s t i l l a t e s f r o m t h e b a t c h p r o d u c t i o n p r o c e s s (F i g u r e 3 )
O c c i d e n t a l C h e m i c a l o p e r a t e s r e s in m a n u f a c t u r i n g p l a n t s i n K e n t o n , O h i o , a n d N o r t h
T o n a w a n d a
,
N e w Y o r k ; c o m b in e d , t he p l a n t s g e n e r a t e d i s t il l a t e s a t a r a t e o f
a p p r o x im a t e ly 1 m i ll i o n g a l l o n s p e r y e a r T y p i c a l w a s t e w a t e r c h a r a c t e r i s t i c s f r o m a
p h e n o l - f o r m a l d e h y d e r e s i n m a n u f a c t u r i n g f a c i l it y a r e l i s t e d b e l o w (E P A , 1 9 7 6 ; O x y C h e m ,
1 9 9 3 )
T a b le 3 T y p i c a l w a s te w a t e r c h a r a c t e r i s t i c s f r o m r e s i n p r o d u c t i o n f a c i l i t i e s
T y p i c a l C o n c e n t r a t i o n A v e r a g e C o n c e n t r a t i o n .
C o n s t i t u e n t R a n g e . m g / L m g / L
p h e n o l 4 , 0 0 0
- 15 , 0 0 0 12
,
0 0 0






m e t h a n o l 2 , 0 0 0 - 12 , 0 0 0 6 , 0 0 0
C o m m e r c i a l f o r m a l d e hy d e s o l u t i o n o ft e n c o n t a i n s a b o u t 5% m e t ha n o l f r o m i n c o m p l e t e
c o n v e r s i o n o r s e p a r a t io n du r in g f o r m a l d e h y d e m a n u f a c t u r e T h u s , a s c a n b e s e e n i n T a b le
3
,
m e t h a n o l m a y b e p r e s e n t i n t h e w a s t e s t r e a m in f a i r l y h i g h c o n c e n t r a t io n s
(8 / , 6 I
'
u B U D f OE H m o j ij )
( 3 0 V H O i S O i S N O l i m O S ti O S d n t JA S )
O N ia N ld O Q N V O N II O O O 0 1 Q H O S N B n O IAl
N IS 3 U l o n a o d d
d 3 M 3 S
(liNV 3 1 S H O )
d B i V M O N II O O O
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d 3 1 V M
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H SV M
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IAI V 3 1 S U O U 3 1 V M
i 3 r i/ \i n n o v A
(N o ii n n o s % z e )
N o i i n i o s
3 a A H 3 a n v iA id O d
(ro S Z H % 9 9 )
( h o b n % o s )
I S A I V I VO
"
10 N 3 H d
0 1
1 1
A s c h e m a t i c f o r t h e w a s t e w a t e r h a n d li n g a t O c c i d e n t a l i s p r e s e n t e d in F i g u r e 4 D i s t i ll a t e
f r o m t h e pr o d u c t i o n p r o c e s s i s s e n t b y r a i l c a r f r o m t h e K e n t o n , O h io , p l a n t a n d c o mb i n e d
w i t h d i s t i l la t e g e n e r a t e d i n N o r t h T o n aw a n d a T h e K e n t o n p l a n t i s u n a b l e t o h a n d l e r a w
di st i l l a t e a t t h i s t im e a n d t h e N o r t h T o n a w a n d a p l a n t c a n n o t d i s c h a r g e p h e n o l i c
w a s t e w a t e r A ft e r s t o r a g e a n d s e t t l i n g o f h e a v y t a r s , t h e d i s t i l l a t e c a n b e r o u t e d i n t w o
w a y s F i r st , i t c a n b e d e li v e r e d t o a b o i l e r f o r b u r n i n g ; it c a n a l s o b e s e n t t o a n e x t r a c t i o n
p r o c e s s f o r r e c o v e r y o f p h e n o l T h e r e c o v e r e d p he n o l i s r e u s e d i n p r o d u c t i o n o r s o l d
Su b n a t a n t f r o m t h e e x t r a c t i o n p r o c e s s c a n b e s e n t t o t he b o i l e r , u s e d fo r s c r u b b i n g v a p o r s
r i c h i n p h e n o l , o r p l a c e d i n r a i l c a r s a n d s e n t b a c k t o K e n t o n f o r fu r t h e r t r e a t m e n t I f t h e
e x t r a c t i o n s u b n a t a n t i s u s e d fo r s c r u b b i n g p h e n o l i c v a p o r s , i t i s s e n t b a c k t o t h e d i s t i ll a t e
s t o r a g e t a n k s
I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e b o il e r c a p a c i t y a t t h e N o r t h T o n a w a n d a p l a n t i s i n s u f f i c i e n t
t o h a n d l e a l l o f t h e d i s t il l a t e f r o m b o t h p l a n t s O x y C h e m i s t h e r e f o r e in t e r e s t e d i n
i d e n t i fy i n g w a s t e t r e a t m e n t t e c h n o l o g i e s t h a t c o u l d b e u s e d t o t r e a t t h e r a w d i s t i l l a t e t o a
l e v e l t h a t w o u l d n o t r e qu i r e r e t u r n in g t h e e f fl u e n t t o K e n t o n fo r fu r t h e r t r e a t m e n t A l s o ,
t h e w a s t e w a t e r c h a r a c t e r i s t i c s s h o w n in T a b l e 3 a r e r e l e v a n t t o e x t r a c t e d d i s t i l l a t e ; r a w
d i s t i l l a t e t y p i c a ll y c o n t a i n s a b o u t 6 % p h e n o l by w e i g ht .
E n z y m e St r u c t u r e a n d M e c h a n i s m
P e r o x i d a s e s a r e a g r o u p o f e n z y m e s w h i c h c a t a l y z e t h e o x i d a t i o n o f n u m e r o u s o r g a n i c a n d
i n o r g a n i c c o m p o u n d s b y h y d r o g e n p e r o x id e o r o t he r o x i d e s o f t h e R O O H t y p e (D u n f o r d ,
1 9 8 2 ) P e r o x i d a s e s a r e f o u n d i n b o t h p l a n t a n d a n im a l t i s s u e , a s w e l l a s i n b a c t e r i a a n d
f u n g i (S a u n d e r s e t . a i , 1 9 6 4 ; D u n f o r d , 1 9 8 2 )
E n z y m e s b r i n g s u b s t r a t e s t o g e t he r i n a n o p t i m a l o r i e n t a t i o n , r e d u c i n g t h e a c t i v a t i o n
e n e r g y r e q u i r e d f o r t h e r e a c t i o n E n z y m e s t y p i c a l ly a c c e le r a t e r e a c t i o n r a t e s by a t l e a s t 6
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I j l n c i n e f a ^o r
R a tt i n a t e t o
K e n t o n
S c r u b b e r
a
^ —I
R a K i n a i e
(o r s c r u t i o e r
s t o r a g e T a n k
F i g u r e 4 Sc h e m a t ic f o r w a s t e w a t e r h a n d l i n g a t t h e O c c id e n t a l C h e m i c a l C o r p o r a t i o n , N o r t h
T o n a w a n d a , N e w Y o r k
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o r d e r s o f m a g n it u d e r e l a t i v e t o u n c a t a ly z e d r e a c t i o n s (S t r y e r , 19 8 8 ) T h e c l a s s i c a l
e n z y m e r e a c t i o n s c h e m e i s
+ S ^ E » S - > E + P r o d u c t s ( 1 )
w h e r e E i s e n z y m e , S r e p r e s e n t s t he s u b st r a t e , a n d E « S i s a r e a c t i v e i n t e r m e d i a t e I t i s
im p o r t a n t t o n o t e t h a t w h i l e e n z y m e s d o a c c e l e r a t e t h e at t a i n m e n t o f e q u i l ib r i a , t h e y d o
n o t s h i ft t h e e q u i l i b r i a p o s i t i o n s (i e e q u i l ib r i u m c o n c e n t r a t i o n s o f r e a c t a n t s a n d p r o d u c t s )
T h e s u b s t r a t e s a r e b o u n d t o t h e e n z y m e in a s p e c i f i c r e g i o n , c o mm o n l y r e f e r r e d t o a s t h e
'
a c t i v e s i t e ' T h e a c t i v e s i t e c o n t a i n s a m i n o a c i d r e s i d u e s t h a t p a r t i c i p a t e i n t h e m a k i n g a n d
b r e a k i n g o f b o n d s , a n d m a y a l s o c o n t a i n a p r o s t h e t i c g r o u p ( St r y e r , 1 9 8 8 ) M o s t
p e r o x i d a s e s c o n t a i n a h e m e o r he m i n d e ri v a t iv e a s a p r o s t h e t i c g r o u p i n t h e i r a c t i v e - s i t e
T h e he m e g r o u p i s u s u a l l y a po r y p hy ri n - i r o n (I I I ) c o m p l e x O n l y o n e o f t h e i r o n
'
s s i x
c o o r d i n a t i o n s it e s i s b e l i e v e d t o b e a v a i l a b l e fo r b i n d i n g w i t h t he e l e c t r o n - a c c e p t i n g
s u b s t r a t e
,
H 2 O 2 (D u n fo r d , 19 82 ) C o m p e t i t iv e i n h i b it o r s s u c h a s c y a n i d e o r a z i d e m a y
a l s o o c c u p y t h i s p o s i t i o n B e c a u s e hy d r o g e n p e r o x i de i s a t w o - e l e c t r o n o x i d a n t , t h e ir o n
i n t h e h e m e g r o u p c a n b e e n v i s i o n e d t o c ha n g e i t s e f fe c t i v e o x i d a t i o n s t a t e d u ri n g t h e
r e a c t i o n c y c l e a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g s c h e m e (A n d e r s e n e t . a i , 19 9 1b ) :
F e 3
+ - ^ F e 5
+ - ^ F e 4
+
- ^ F e 3 + (2 )
T h e c a t a l y t i c r e a c t i o n s e q u e n c e o f p e r o x id a s e s , b a s e d o n s t u d i e s o f ho r s e r a d i s h p e r o x i d a s e
(H R P ), i s a s f o l lo w s :
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H 2 O 2 - ^ C o m p o u n d I + H 2 O (3 )
C o m p o u n d I + A H 2 - > C o m p o u n d I I + • A H (4 )
C o m p o u n d I I + A H 2
- ^ E + • A H + H 2 O (5 )
I n t h e s e e q u a t i o n s , C o m p o u n d I a n d C o m p o u n d I I a r e i n t e r m e d i a t e a c t i v e f o r m s o f t h e
e n z ym e , A H 2 i s a n y r e du c i n g s u b s t r a t e (e l e c t r o n d o n o r ), a n d • A H i s a f r e e r a d i c a l
T h e e n z y m e u s e d i n t h i s s t u d y , C o p r i n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i d a s e (C M P ), i s a n
e x t r a c e l l u l a r p e r o x i d a s e f r o m t he i n k c a p b a s i d i o m y c e t e (B a u n s g a a r d e t a l . , 1 9 9 3 ) , w h ic h
i s i n c l u d e d in t h e m o r p h o l o g i c a l ly v a r i a b l e C o p r i n u s c i n e r e u s (K j a l k e , e t a l . , 19 9 2 )
C o p r i n u s c i n e r e u s i s a c o m m o n du n g a n d c o m p o s t f u n g u s St u d i e s b y K j a lk e e t a l .
( 19 9 2 ) c o n c l u d e d t h a t p e r o x i d a s e s f r o m C op r i n u s c i n e r e u s a n d m a c r o r h i z u s a r e m o s t
li k e ly i d e n t i c a l i n a m in o a c i d s e q u e n c e s T h e di f f e r e n c e b e t w e e n t h e t w o p e r o x i d a s e s w a s
f o u n d t o b e in t h e g ly c o s y l a t i o n , w h i c h i s n o t e x p e c t e d t o h a v e a n y s i g n i f i c a n t e f f e c t o n
c a t a l y t i c p r o p e r t i e s o f t h e e n z y m e T h e r e f o r e , t h e l it e r a t u r e o n C o p r i n u s c i n e r e u s
p e r o x i d a s e (C iP ) c a n b e e x p e c t e d t o a p p l y t o CM P
C M P h a s a m o l e c u l a r w e i g h t o f a p p r o x im a t e ly 4 0 , 0 0 0 d a l t o n s (M o r i t a , e t a l , 1 9 8 8 ;
D e P i l l i s
,
e t . a l . , 1 9 8 9 ) T h e p i o f t h e e n z y m e i s 3 5 t o 3 8 (M o r it a , 1 9 8 7 ; K j a lk e , e t . a l . ,
19 9 2 )
H o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e (H RP ) i s a v e r y w i d e l y s t u d i e d p e r o x i d a s e , a n d m o s t o f t h e
in f o r m a t i o n a v a i l a b l e o n p e r o x i d a s e r e a c t i o n s a n d m e c h a n i s m s i s b a s e d o n s t u d i e s o f H R P
R e s e a r c h c o n d u c t e d w i t h H R P i s p r o b a b l y p r e v a l e n t b e c a u s e H R P h a s a k n o w n p r im a r y
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St r u c t u r e , i t i s r e l a t i v e ly s t a b l e , a n d i s m o r e r e a d i ly i s o l a t e d , m a k i n g pr e p a r a t i o n s o f hi g h
p u r i t y c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e ( Sa u n d e r s e t a l , 1 9 6 4 ; D u n f o r d , 1 9 8 2 ; E v e r s e e t . a i ,
19 9 1) H R P i s o ft e n u s e d a s a m o d e l e n z y m e f o r o t h e r p e r o x i d a s e s b e c a u s e m o s t
p e r o x i d a s e s
— i n c lu d i n g C i P / C M P~ h a v e s im i l a r p r o p e r t i e s a n d a c t i n s im i l a r w a y s t o H R P
( Sa u n d e r s , 1 9 6 4 ; D u n f o r d , 1 9 8 2 ; K j a l k e e t . a l . , 1 9 9 2 ; B a u n s g a a r d , e t . a l , 1 9 9 3 ) St u d i e s
o f p e r o x i d a s e s fr o m C op r im i s s t r a i n s h a v e s h o w n t h a t t he s e e n z y m e s d e m o n s t r a t e s p e c i f i c
a c t iv i t y a n d s u b s t r a t e p r o fi l e s s im i l a r t o H R P K in e t i c s t u d i e s o f C i P s h o w t h a t t h e
e n z y m e a l s o h a s s p e c t r a l a n d l ig a n d b i n d i n g p r o p e r t i e s s i m i l a r t o H R P , a n d t h a t C iP a c t s
v i a t h e c l a s s i c a l p e r o x i d a t i c c y c l e (K j a l k e e t . a l . , 19 9 2 ; A n d e r s e n e t . a l , 19 9 1b ) D e P i l l i s
a n d O r t i z d e M o n t e l l a n o ( 1 9 8 9 ) p r o p o s e t h a t t h e s it e o f s u b s t r a t e o x i d a t i o n i s a c o m m o n
f e a t u r e o f b o t h H R P a n d CM P
A l t h o u g h t h e r e a r e m a n y s im i l a r i t i e s b e t w e e n H R P a n d C i P / C M P , s o m e d i f fe r e n c e s
b e t w e e n t h e s e e n z y m e s h a v e b e e n f o u n d t o e x i st A n d e r s e n e t . a l . ( 1 9 9 1b ) f o u n d t h a t
a lt h o u g h r e a c t i o n s w it h H R P a n d CM P a r e g o v e r n e d b y a s im i l a r p K a (t h e p K a o f a n
a m i n o a c i d r e s i d u e n e a r t he a c t i v e s i t e i s a p p r o x i m a t e l y 5 0 ) a n d t h a t t h e e n z y m e s r e a c t i n
a s im il a r m a n n e r
,
C iP ha s a l o w e r r a t e o f f o r m a t i o n o f C o m p o u n d I t h a n H R P
F u r t h e r m o r e
,
C o m p o u n d I o f CM P ha s b e e n f o u n d t o b e l e s s s t a b l e t h a n t h a t o f H R P
(D e P il l i s & O r t i z de M o n t e ll a n o , 1 9 8 9 ) O n e p o s s ib l e e x p l a n a t i o n f o r t hi s l o w e r e d
s t a b i l it y i s t ha t CM P C o m p o u n d I f o r m a t i o n m a y b e a s s o c i a t e d w i t h s l o w i n a c t iv a t i o n o f
t h e e n z y m e a n d d e g r a d a t i o n o f t h e p r o s t h e t i c g r o u p (D e P il l i s a n d O r t i z d e M o n t e l l a n o ,
1 9 8 9 ) F u r t h e r s t u d ie s b y D e P i l l i s a n d O r t i z d e M o n t e l l a n o ( 19 89 ) i n d i c a t e d t h a t H R P a n d
CM P h a v e d i f fe r e n t s e n s i t iv i t i e s t o i n a c t i v a t i o n
,
w i t h CM P b e i n g t he m o r e s e n s it i v e o f t h e
t w o T h e y s u g g e s t t h a t s i g n i f i c a n t a c t i v e - s i t e d i f fe r e n c e s a r e
"
s u p e r im p o s e d o n a c o m m o n
a c t iv e - s it e m o t i f D u g a d e t . a l ( 1 9 9 2 ) a l s o s u g g e s t t h e e x i s t e n c e o f d if f e r e n c e s i n a c t i v e
s i t e s o f C M P a n d H R P I n t he i r i n v e s t i g a t i o n s i t w a s c o n c l u d e d t h a t t h e a c t i v e s it e o f
CM P h a s s i g n i f i c a n t m o bi li t y R e a s o n s fo r t h i s a p p a r e n t h e m e d i s o r d e r a n d it s s t r u c t u r a l
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a n d f u n c t i o n a l s i g n if i c a n c e a r e p r e s e n t l y u n k n o w n N e v e r t he l e s s , a l t h o u g h t he r e a r e s o m e
d i f fe r e n c e s , t h e g r o s s s i m i l a r it i e s b e t w e e n H R P a n d C iP / CM P a lo n g w i t h C M P
'
s
p o t e n t i a l l y v e r y l o w c o st (Sa r r , 1 9 9 3 ) m a y m a k e i t p o s s i b l e f o r C o p r i n u s p e r o x i d a s e s t o
c o m p e t e f o r t h e l im i t e d c o m m e r c i a l m a r k e t o t h e r w i s e d o m i n a t e d b y H R P (K j a l k e , e t . a l ,
19 9 2 ) M o r e o v e r , t h e g e n e r a l r e a c t i o n m e c ha n i s m s o f H R P c a n b e e x p e c t e d t o a p p ly t o
C M P
A s sh o w n i n e q u a t i o n s (3 ) t hr o u g h (5 ) , p e r o x i d a s e s c a t a l y z e a t w o - e l e c t r o n o x i d a t i o n o f
t h e e l e c t r o n - d o n a t i n g s u b s t r a t e i n t w o o n e - e l e c t r o n s t e p s , w it h r e g e n e r a t i o n o f t h e e n z y m e
in t h e fi n a l s t e p T h e fi r s t s t e p in t h e c a t a l y t i c s e q u e n c e — t h e b i n d i n g o f h y d r o g e n p e r o x i d e
a n d s u b s e qu e n t o x i d a t i o n o f H RP — u s u a ll y p r o c e e d s v e r y qu ic k ly (A i t k e n , 1 9 8 8 ) T h e n e t
r e a c t i o n m a y t h e r e f o r e b e r e p r e s e n t e d a s :
p e r o x i d a s e
H 2 O 2 + 2 A H 2 > 2 A H « + 2 H 2 O (6 )
R a d i c a l s fo r m e d i n t h e s e r e a c t i o n s di f u s e f r o m t h e a c t i v e s it e a n d m a y s u b s e q u e n t ly
c o m b i n e , d i s p r o p o r t i o n a t e , a n d / o r u n d e r g o o t h e r r e a c t i o n s (D u n f o r d , 1 9 8 2 ; K l i b a n o v e t .
a l
,
1 9 8 3 )
C o u p l i n g R e a c t i o n s o f P h e n o l i c F r e e R a d i c a l s
W h e n t h e e l e c t r o n - d o n a t i n g s u b s t r a t e f o r a p e r o x i d a s e i s a ph e n o l , o n e e l e c t r o n o x i d a t i o n
o f t h e p h e n o l w i l l r e s u l t i n t h e f o r m a t i o n o f a p h e n o x y r a d i c a l P h e n o x y r a d i c a l s t h e r e fo r e
c a n b e p r o d u c e d i n hi g h y i e l d du r i n g e n z y m a t i c o x i d at i o n P u m m e r e r ( 1 9 4 2 ) w a s t h e fi r s t
t o m a k e s y s t e m a t i c s t u d i e s o f p he n o l c o u p l i n g m e c ha n i s m s H e p o s t u l a t e d a f r e e p he n o x y
r a d i c a l a s t h e fi r s t i n t e r m e d i a t e i n t hi s r e a c t i o n T h u s
,
t h e n e t r e a c t io n c a n b e r e w r it t e n
f o r p he n o l i c s u b s t r a t e s a s :
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H 2 O 2 + 2 A r O H
- ^ 2 A r O « + 2 H 2 O (7 )
w h e r e A r O H r e p r e s e n t s t h e p h e n o l i c s u b s t r a t e a n d A r O « i s t h e p he n o x y r a d i c a l
Y a m a z a k i e t . a l ( 1 9 6 0 ) w e r e t h e fi r s t t o p r o v e t h e e x i s t e n c e o f f r e e r a d i c a l p r o d u c t i o n
f r o m p e r o x i d a s e - c a t a ly z e d o x id a t i o n b y u s i n g e l e c t r o n s p i n r e s o n a n c e (E SR )
sp e c t r o s c o p y T he r a d i c a l p r o d u c t s a r e v e r y r e a c t iv e a n d t e n d t o c o u p l e M o r e
s p e c ifi c a l ly , f o r r e a c t i o n s w i t h C iP t h e f a t e o f • A H c a n b e t ha t o f d im e r iz a t i o n a n d o t h e r
s u b s e q u e n t p o l y m e r i z a t i o n r e a c t i o n s ; c o o x i d a t i o n (e g , r e a c t i o n s w i t h A H 2 ); o r r e d u c t i o n
o f m o l e c u l a r o x y g e n (A n d e r s e n e t . a l , 1 9 9 1b ; R y u e t . a l , 1 9 9 3 ) O n e i m p o r t a n t f e a t u r e
o f p o l y m e r i c r e a c t i o n p r o d u c t s i s t h a t t h e y a r e in s o l u b l e a n d , i n p r i n c i p l e , c o u l d b e
s e p a r a t e d f r o m s o l u t i o n b y fi l t r a t i o n o r s e d im e n t a t i o n (K l i b a n o v , e t . a l , 1 9 8 1 ) T h e
s t r u c t u r e s o f t h e p r o d u c t s u l t i m a t e ly d e p e n d o n t h e c h e m i c a l a c t iv i t y o f t h e p h e n o x y
r a d i c a l s
E n z y m e I n h i b i t i o n a n d I n a c t i v a t i o n
T h e r e a r e s o m e i s s u e s a s s o c i a t e d w i t h e n z y m a t i c o x i d a t i o n t h a t s h o u l d b e c o n s i d e r e d
be fo r e a t t e m pt i n g t o u s e t h i s t r e a t m e n t m e t ho d i n a r e a l a p p li c a t i o n T h e p H o f t h e
r e a c t i o n s o l u t i o n i s a n im p o r t a n t f a c t o r i n d e t e r m i n i n g e n z y m e a c t i v i t y a n d t h e a b i l i t y o f
t h e p h e n o l i c s u b s t r a t e t o r e a c t w it h t h e e n z y m e T he o p t im u m pH o f t h e e n z y m e v a r i e s
w it h th e t y p e o f p e r o x i d a s e u s e d F o r C M P , t h e p H f o r m a x im u m c a t a ly t i c a c t iv i t y i s
a p p r o x im a t e l y 6 (N o v o N o r d i s k , 1 9 9 3 ) O n l y p r o t o n a t e d p h e n o l s r e a c t w i t h p e r o x i d a s e s ;
t h e r e f o r e
,
e f f o r t s s h o u l d b e m a d e t o k e e p t h e r e a c t i o n p H i n a r a n g e t h a t i s a m e n a b l e t o
b o t h t h e e n z y m e a n d t he s u b s t r a t e b e in g o x i d i z e d
T h e a m o u n t o f e n z y m e t h a t m a y b e r e q u i r e d t o a c hi e v e h i g h r e m o v a l e f fi c i e n c i e s f r o m a
p h e n o l i c w a s t e m a y i n c r e a s e a s t h e c o n c e n t r a t i o n o f p he n o li c su b s t r a t e s in c r e a s e s A t l o w
e t . a l ( 1 98 4 ) a n d N a k a m o t o a n d M a c h i d a ( 19 9 2 ) fo u n d i t n e c e s s a r y t o i n c r e a s e t h e
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a m o u n t o f p e r o x i d a s e in t r e a t m e n t s y s t e m s i n p r o p o r t i o n t o t h e p h e n o l c o n c e n t r a t i o n
K l i b a n o v a n d M o r r i s ( 1 9 8 1 ) f o u n d s im i l a r r e s u lt s i n a s t u d y o n e n z y m a t i c r e m o v a l o f
a r o m a t i c a m i n e s f r o m a n a q u e o u s s o l u t i o n F o r a c o n c e n t r a t e d w a s t e
,
c o s t s a s s o c i a t e d
w it h h i g h e n z y m e c o n s u m p t i o n c o u l d b e c o m e p r o h i bi t i v e C o n s i d e r i n g t h e fa c t t h a t t h e
e n z y m e i s t h e o r e t i c a l ly r e g e n e r a t e d i n t h e o x i d a t i o n p r o c e s s , o n e w o u l d n o t e x p e c t t h i s
g r e a t n e e d f o r e n z y m e So m e i n v e s t i g a t o r s ha v e s p e c u l a t e d t h a t t h e l a r g e r e qu ir e m e n t
m a y b e d u e t o i n h i bi t i o n a n d / o r i n a c t i v a t i o n o f t he e n z y m e
T h e r e a r e s e v e r a l m e c h a n i s m s b y w h i c h t h e c a t a ly t i c a c t i v it y o f e n z y m e s m a y b e r e d u c e d
o r d e s t r o y e d St u c t u r a l c h a n g e s i n t h e e n z y m e a n d c o r r e s p o n d in g l o s s o f a c t i v i t y m a y
r e s u l t f r o m s e v e r e a g i t a t i o n o r m i x i n g , t h e r m a l d e n a t u r i n g , o r b y a d d i t i o n o f s t r o n g a c i d s
o r a l k a l i s ( Sa u n d e r s , e t . a l , 1 9 64 ) CM P h a s m a x im u m a c t it i v it y a t a b o u t 6 0
° C ; a t
t e m p e r a t u r e s a b o v e 6 0
°
,
t h e a c t i v i t y g r a d u a ll y d e c r e a s e s (N o v o N o r d i s k , 1 9 9 3 ) G a l l a t i
( 19 7 7 ) f o u n d t h a t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s a s l o w a s 2 5 p pm c o u l d h a m p e r H R P a c t i v it y
P e r o x i d a s e in a c t i v a t i o n m a y a l s o b e br o u g ht a b o u t by c o m p e t it i v e o r n o n c o m p e t i t i v e
i n hi b i t i o n
,
e it h e r o f w hi c h m ay b e r e v e r s i b l e o r e f f e c t iv e ly i r r e v e r s i b le C o m p e t i t i v e
i n h i b it i o n i n p e r o x i d a s e s m a y b e c a u s e d by t he a d d it i o n o f a s u b s t a n c e w hi c h c a n b e c o m e
a t t a c h e d t o t h e i r o n a t o m i n t h e p r o s t h e t i c g r o u p Sim i l a r ly , e n d
-
p r o du c t p o l y m e r s m a y
a d s o r b t o t h e e n z y m e , h i n d e r i n g a c c e s s o f t he s u b s t r a t e t o t h e a c t i v e s it e (K l ib a n o v , e t . a i ,
1 9 8 3 ; N a k a m o t o a n d M a c h i d a , 1 9 9 2 ; W a d a e t . a i , 1 9 9 2 ; S i d d i q u e e t . a i , 1 9 93 ) E n z y m e
i n h ib i t i o n o r i n a c t iv a t i o n m a y a l s o b e c au s e d b y r e a c t i o n s w it h p h e n o x y r a d i c a l s ; t hi s i s
t e r m e d ' su i c i d e in a c t i v a t i o n
'
A r e l a t i v e l y i n a c t i v e f o r m o f p e r o x i d a s e e n z y m e , C o m p o u n d I I I , i s f o r
m e d by t h e r e a c t i o n
o f o x y g e n w i t h t he fe r r o u s f o r m o f t h e e n y z m e (Y a m a z a k i a n d Pi e t t e ,
1 9 6 3 ); by r e a c t i o n
o f h y d r o g e n p e r o x i d e w i t h C o m p o u n d I I ; o r b y
r e a c t i o n o f e x c e s s iv e a m o u n t s o f H 2O 2
w it h t h e n a t iv e p e r o x i d a s e (G e o r g e , 19 52 ; D u n fo r d a n d St i l lm a n , 1 9 7 6 ; C h a n c e e
t . a l .
19
19 8 4 ) Wh e n a r e du c i n g s u b s t r a t e , s u c h a s p h e n o l , i s p r e s e n t , hy d r o g e n p e r o x i d e c a n
c o m p e t e w i t h t h e r e du c i n g s u b s t r a t e f o r r e a c t i o n w it h C o m p o u n d I I H e n c e , a n e x c e s s o f
H 2 O 2 w il l f a v o r t h e fo r m a t i o n o f i n a c t i v e C o m p o u n d I I I N o t a b le i s t h e f a c t t h a t a l t h o u g h
C o m p o u n d I I I i s c a t a l y t i c a l ly in a c t i v e , it s f o r m a t i o n i s n o t r e p r e s e n t a t iv e o f a n i r r e v e r s i b l e
i n a c t i v a t i o n o f t h e p e r o x i d a s e C o m p o u n d I I I f o r m a t i o n i s r e v e r s ib l e b y t h e a d d i t i o n o f
c a t a l a s e
,
w h i c h w o u l d r e m o v e t h e e x c e s s hy d r o g e n p e r o x i d e (G e o r g e , 1 9 5 2 )
F u r t h e r m o r e , C o m p o u n d I I I d e c o m p o s e s s p o n t a n e o u s l y t o n a t i v e p e r o x i d a s e a c c o r d i n g t o
t he r e a c t i o n (A m a o e t a l , 1 9 9 0 ) :
C p d I I I - ^ E + • O 2
- ( 9 )
H o w e v e r
,
t h i s r e s t o r a t i o n o f n at iv e e n z y m e i s s o s l o w t h a t t h e c r e a t i o n o f C o m p o u n d I I I
s e v e r e l y hi n d e r s t h e e n z y m e i n c a r r y i n g o u t i t s r o l e a s a c a t a ly s t I n a d d i t io n , i r r e v e r s i b l e
l o s s o f a c t iv it y o c c u r s u p o n c o n t i n u e d i n c u b a t i o n o f t he e n z y m e i n t h e p r e s e n c e o f e x c e s s
hy d r o g e n p e r o x i d e (A i t k e n a n d I r v i n e , 19 8 9 ) F o r m a t i o n o f C o m p o u n d I I I m a y b e
p r e c lu d e d by c o n t r o l l i n g t h e r a t e o f h y d r o g e n p e r o x i d e a d d it i o n (G a l l a t i , 1 9 7 7 ; A i t k e n e t .
a l . , 1 9 8 9 ; N a k a m o t o a n d M a c hi d a , 19 9 2 )
S o m e i n v e s t i g a t o r s h a v e p r o p o s e d t o u s e a d di t iv e s in o r d e r t o s u p p r e s s t h e s o r p t iv e
i n a c t iv a t i o n o f p e r o x id a s e s N a k a m o t o a n d M a c h i d a ( 19 9 2 ) hy p o t h e s i z e d t h a t by a d d in g
p r o t e i n s s u c h a s g e l a t i n o r hy d r o p h i l i c s y n t h e t i c p o l y m e r s l i k e p o l y e t hy l e n e g l y c o l (P E G ),
e n z y m e a d s o r p t i o n t o p o ly m e r i c p r o d u c t s w o u l d b e s u p p r e s s e d a n d a p p a r e n t e n z y m e
i n a c t iv a t i o n c o u l d b e a l l e v i a t e d B y i n h i b i t in g t he i n t e r a c t io n s b e t w e e n t h e e n z y m e a n d t h e
p h e n o l p o ly m e r s , t h e s e a d d i t iv e s c o u l d d r a m a t i c a l l y r e d u c e e n z y m e c o n s u m p t i o n I n t h e ir
s t u d y , e i t h e r g e l a t i n o r P E G ( 10 00 a v e r a g e m o l e c u l a r w e i g h t ) w e r e a d d e d t o r e a c t o r s
c o n t a i n i n g p h e n o l ( 10 g / L ) a n d h o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e ( 1 0 mg / L ) T h e y f o u n d t h a t p he n o l
r e m o v a l e f fi c i e n c i e s e x c e e d e d 9 0 % w h e n g e l a t i n w a s a d d e d i n a m o u n t s g r e a t e r t h a n 4 g/ L .
2 0
T h e y s u g g e s t e d t h a t g e l a t in a d h e r e d c o m p e t it i v e l y t o p o l y m e r i z e d p h e n o l a n d s u p p r e s s t h e
s o r p t i o n o f p e r o x i d a s e T h e y a l s o s u g g e s t e d t h a t PE G a d h e r e d t o p o l y m e r i z e d p h e n o l , b u t
P E G w it h a v e r a g e m o l e c u l a r w e i g h t s b e l o w 4 0 0 w a s i n e f f e c t iv e a t r e d u c i n g a l o s s i n
p e r o x i d a s e a c t i v i t y F u r t h e r e x p e r im e n t a t i o n s h o w e d t h a t p e r o x i d a s e - c a t a l y z e d p h e n o l
r e m o v a l u s i n g a d d it i v e s w a s a p p l i c a b l e t o p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s u p t o 3 0 g / L I n o r d e r t o
a c h i e v e g r e a t e r t h a n 7 0 % r e m o v a l , i n c r e a s e d a m o u n t s o f e n z y m e w e r e r e q u i r e d w i t h t h e
s a m e p o ly m e r c o n c e n t r a t i o n s O v e r a l l, t he a m o u n t o f e n z y m e r e q u i r e d i n t h e p r e s e n c e o f
g e l a t i n o r P E G w a s a t le a s t 2 0 0 t im e s l e s s t h a n w i t h o u t t h e a d d i t iv e s I n a n o t h e r s t u dy o n
t h e u s e o f p o l y e t h y l e n e g l y c o l (W u , e t . a l , 1 9 9 3 ) , it w a s f o u n d t h a t t h e e f f e c t i v e n e s s o f
P E G i n c r e a s e s w i t h i n c r e a s i n g p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s T h a t i s , a t h i g h e r p he n o l
c o n c e n t r a t i o n s , a g r e a t e r f r a c t i o n o f p he n o l i s r e m o v e d w i t h a g i v e n e n z y m e c o n c e n t r a t i o n
a n d P E G d o s e t h a n a t l o w e r p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s
I n a t h i r d s t u d y o n t h e e f fe c t o f a d d i t i v e s o n e n z y m a t i c r e a c t i o n s , T a t s u m i e t a l ( 1 9 9 4 )
u s e d H R P t o t r e a t a p he n o l i c s o lu t i o n i n t h e p r e s e n c e o f a c a t i o n i c p o l y m e r c o a g u l a n t
T h e y f o u n d t h a t t r e a t m e n t w it h p e r o x i d a s e a n d t h e c o a g u l a n t w a s s i g n i f i c a n t l y m o r e
e f fe c t iv e t ha n w it h H R P a l o n e T h e y s p e c u l a t e t h a t t h e c o a g u l a n t w o r k s t o p r e c i p i t a t e t h e
r e a c t i o n by - p r o d u c t s o f p h e n o l , t h e r e by r e d u c i n g t h e l o s s o f p e r o x i d a s e a c t i v i t y c a u s e d b y
r e a c t i o n s b e t w e e n t h e s e p r o du c t s a n d t h e e n z y m e A l t h o u g h m o s t o f t h e c i t e d s t u d i e s o f
i n a c t i v a t i o n w e r e p e r f o r m e d u s i n g H E P , t h e r e a c t i o n m e c h a n i s m s p r o b a b l y a p p l y t o CM P
a s w e l l
R e du c i n g s u b s t r a t e s m a y a l s o a c t t o p r o t e c t t h e e n z y m e f r o m i n a c t i v a t i o n L o w e n z y m e -




- a z i n o - d i (3 - e t hy l b e n z t h i a z o li n e - 6 - s u l f o n i c a c i d) ,
d i a m m o n i u m s a l t (A B T S) a n d H R P a n d i n d o ly l - 3 - a c e t i c a c i d (l A A ) w e r e p o s t u l a t e d t o
p r o t e c t t h e e n z y m e b e c a u s e t h e r e du c i n g s u b s t r a t e s (A B T S a n d l A A ) a n d H 2 O 2 b o t h
c o m p e t e f o r C o m p o u n d I (A c o s t a e t a l , 1 9 8 9 ; A r n a o e t a l , 1 9 9 0 ) I n t h e s e s t u d i e s , t h e
2 1
p r o t e c t i v e r o l e o f t he r e d u c i n g s u b st r a t e w a s e n h a n c e d b y in c r e a s i n g t h e s u b s t r a t e
c o n c e n t r a t i o n P he n o l i s a l s o a b l e t o a c t a s a p r o t e c t in g s u b s t r a t e , b u t a s p r e v i o u s ly
d i s c u s s e d , p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s g r e a t e r t h a n 2 5 p p m m a y i n a c t i v a t e t he e n z y m e
I n a c t i v a t i o n o f t h e e n z y m e m a y a l s o b e p r e v e n t e d b y im m o b i l iz i n g t h e e n z y m e Si d di q u e
e t . a l . ( 19 9 3 ) i n v e s t i g a t e d t h e a b i l it y o f H R P t o r e m o v e 4 - c hl o r o p h e n o l f r o m a q u e o u s
s o l u t i o n i n a he t e r o g e n e o u s r e a c t o r s y s t e m H R P w a s a t t a c h e d t o t h r e e in s o l u b l e c a r r i e r s :
c e l l u l o s e di s k , n y l o n b a l l s , a n d n y l o n t u b i n g G r e a t e r t h a n 8 0 % r e m o v a l o f c h l o r o p h e n o l
(i n it i a l c o n c e n t r a t i o n 1 m M ) w a s a c hi e v e d w i t h t h e s e m e t h o d s , w i t h t u b i n g r e s u l t i n g i n
9 8 % r e m o v a l o f t h e c h e m i c a l Se v e r a l o t h e r s t u d i e s o n im m o b i l i z e d e n z y m e w e r e
p e r f o r m e d w it h g o o d r e m o v a l r e s u l t s W a d a e t a l . ( 1 9 9 2 ) c o m p a r e d t h e r e m o v a l o f
p h e n o l f r o m w a s t e w a t e r by s o l u b l e a n d im m o b i l i z e d t y r o s i n a s e I t w a s f o u n d i n t h i s
in v e s t i g a t i o n t h a t im m o b i li z in g t h e e n z y m e a l l o w e d t h e e n z y m e t o b e u s e d r e p e a t e d ly w it h
l i t t l e r e du c t i o n i n a c t iv it y
R e a c t o r D e v e l o p m e n t
T h e c a t a l y t i c li f e t im e o f p e r o x i da s e s c a n b e e x t e n d e d b y o p t im iz i n g t r e a t m e n t c o n d i t i o n s
s u c h a s p H a n d t e m p e r a t u r e , a n d by m a i n t a i n in g a l o w i n s t a n t a n e o u s h y d r o g e n p e r o x i d e
c o n c e n t r a t i o n i n t h e r e a c t i o n m ix t u r e A c o n t i n u o u s f l o w s t i r r e d t a n k r e a c t o r (CF ST R )
c o n f i g u r a t i o n w o u l d t h e r e f o r e s e e m a dv a n t a g e o u s f o r e n z y m a t i c r e a c t i o n s b e c a u s e t h e
s u b s t r a t e (s ) c o n c e n t r a t i o n s w o u l d im m e d i a t e ly b e lo w e r e d u p o n e n t e r i n g t h e r e a c t o r T h i s
in s t a n t a n e o u s d il u t i o n c o u ld r e du c e i n a c t iv a t i o n o f t h e e n z y m e c a u s e d b y hy d r o g e n
p e r o x i d e N i c e l l e t a l ( 1 9 9 2 ) d i s c o v e r e d t h a t c o n t i n u o u s f l o w r e a c t o r s a c h i e v e d g r e a t e r
t u r n o v e r c a p a c i t y (t h e n u m b e r o f o x i d a t i o n r e a c t i o n s c a t a ly z e d p e r m o l e o f e n z y m e ) t h a n
t h o s e o b s e r v e d i n b a t c h r e a c t o r s w h e n t h e t a r g e t c o m p o u n d s fo r r e m o v a l w e r e p h e n o l,
c h l o r o p h e n o l s , a n d m e t hy l p h e n o l s F u r t h e r m o r e , s e m i- b a t c h r e a c t o r (c o n t i n u o u s a d d i t i o n
o f p e r o x i d e t o a b a t c h r e a c t o r ) p e r f o r m a n c e w a s b e t t e r t h a n C F S T R p e r f o r m a n c e (i e .
2 2
hi g h e r t u r n o v e r ) w h e n p he n o l w a s t he t a r g e t c o m p o u n d O v e r a l l , o p t im a l r e a c t o r
c o n d i t i o n s
,
s u c h a s r e t e n t i o n t im e a n d c h e m ic a l f e e d r a t e s a n d c o n c e n t r a t i o n s
,
m u s t a l s o b e
d e v e l o p e d a n d w i l l de p e n d o n t he t y p e o f p e r o x i d a s e u s e d , t h e t y p e o f w a s t e t r e a t e d, a n d
t h e t a r g e t c o m p o u n d t o b e r e m o v e d
F i n a l l y , i t i s im p o r t a n t t h a t t h e p r o d u c t s f r o m e n z y m a t i c p h e n o l o x i d a t i o n b e e x a m i n e d
O ft e n , p r o d u c t s o f e n z y m a t i c r e a c t i o n s r e t a i n m a n y o f t h e fe a t u r e s o f t h e p a r e n t
c o m p o u n d F o r e x a m p l e , Sa w a h a t a a n d N e a l ( 1 9 8 2 ) fo u n d t h a t t h e r e a c t i o n p r o d u c t s
f o r m e d f r o m p h e n o l o x i d i z e d w it h H R P w e r e o , o
'
- b i p h e n o l a n d p , p
'
- b i p h e n o l S o m e t im e s
t h e s e r e a c t i o n p r o d u c t s a r e m o r e t o x i c t h a n t h e o r i g i n a l s u b s t a n c e b e i n g o x i d i z e d ( A i t k e n
e t a i , i n p r e s s ) T h e n a t u r e o f t h e b y - p r o d u c t s s h o u l d b e d e t e r m i n e d in o r d e r t o a s s u r e
t h a t t h e p r o d u c t s a r e n o t m o r e u n d e s i r a b l e t h a n t h e i n i t ia l c o m p o u n d s
F e n t o n
'
s R e a g e n t
F e n t o n
'
s r e a g e n t (h y d r o g e n p e r o x i d e p lu s f e r r o u s i r o n ) i s a n e f fe c t iv e a n d p o w e r fi j l
o x id i z in g a g e n t f o r p he n o l s a n d o t h e r c o m p o u n d s su c h a s a l c o ho l s , k e t o n e s , b e n z e n e , a n d
n i t r o b e n z e n e (E i s e n h a u e r , 1 9 6 4 ) F e n t o n
'
s r e a g e n t a l s o w o r k s f o r s u b s t i t u t e d p h e n o l s , bu t
t h e g r e a t e r t h e d e g r e e o f s u b s t i t u t i o n , t h e s l o w e r t h e r a t e o f r e a c t i o n , e s p e c i a l l y w h e n t h e
s u b s t it u t i o n s a r e i n t he o r t h o - a n d p a r a - p o s t i o n s B l o c k i n g o f a l l p o s i t i o n s o r t h o - a n d
p a r a - t o t h e p h e n o l i c hy d r o x y l g r o u p d o e s n o t c o m p l e t e l y p r e c l u d e r e a c t i o n (C o s g r o v e
a n d W a t e r s
,
1 9 5 1 ) , b u t w h e n a l l a v a i l a b l e p o s i t i o n s a r e b l o c k e d (e g p e n t a c hl o r o p h e n o l )
n o r e a c t i o n o c c u r s (E i s e n h a u e r , 1 9 6 4 ; W a t t s , 199 3 ) F e n t o n
'
s r e a g e n t i s b e l i e v e d t o
o x id i z e p h e n o l t h r o u g h t h e fo r m a t i o n o f h y d r o x y l r a d i c a l s a c c o r d in g t o t h e e q u a t i o n
(E i s e n h a u e r , 1 9 6 4 ) :
F e 2
+
+ H 2 O 2
- ^ F e 3 + + O H " + - O H ( 10 )
B o t h fe r r i c a n d f e r r o u s i r o n c a n c a t a ly z e t h e o x i d a t i o n o f p he n o l s w it h h y d r o g e n p e r o x i d e
(K e a t i n g e t a l 19 7 8 ) H o w e v e r , f e r r o u s i r o n h a s a f a s t e r i n i t i a t i o n s t e p f o r r a d i c a l
f o r m a t i o n t h a n f e r r i c i r o n , a n d t h e r e f o r e i s t h e o n e m o s t u s e d w h e n e m p l o y i n g t h i s
p r o c e s s H y d r o g e n p e r o x i d e , i n t h e a b s e n c e o f t h e ir o n c a t a ly s t , o x i d i z e s p h e n o l a t a v e r y
s l o w r a t e
P h e n o l o x i d a t i o n b y F e n t o n
'
s r e a g e n t i n v o l v e s t h e i n t e r m e d i a t e f o r m a t i o n o f c a t e c h o l a n d
hy d r o q u i n o n e w h i c h a r e o x i d i z e d b y t h e f e r ri c io n i n e q u a t i o n ( 1 0 ) t o t h e c o r r e s p o n d i n g
q u i n o n e s C a t e c h o l c a n b e o x i d i z e d i n h i g h y i e l d t o m u c o n i c a c i d b y H 2 O 2 a n d a f e r r o u s
s a l t T h i s d i s c o v e r y s u g g e s t s t h a t p h e n o l o x i d a t i o n p r o c e e d s a c c o r d in g t o t h e f o l l o w i n g











C O O H
\ ^
o - q u i n o n e
( 1 1 )
m u c o n i c a c i d
T h e i n it i a l p h e n o l o x i d a t i o n i s b e li e v e d t o o c c u r v e r y r a p i d l y E i s e n h a u e r ( 19 6 4 )
c o n d u c t e d a s t u dy o n p h e n o l r e m o v a l a t 5 0
° C
, p H 4 , a n d 1 m o l e F e (N H 4 ) 2 (S 0 4 )2 p e r
m o l e p h e n o l H e f o l l o w e d t h e p r o g r e s s i o n o f t h e r e a c t i o n s p e c t r o p h o tm e t r i c a l l y a n d
f o u n d t h a t t h i s i n it i a l s t e p t o o k p l a c e w it h i n t h e f i r s t 2 m i n u t e s o f t h e r e a c t i o n
T h e r e a r e m a n y fa c t o r s t h a t i n f lu e n c e t h e e f f e c t iv e n e s s o f F e n t o n
'
s r e a g e n t , a m o n g t h e m
t h e i r o n d o s a g e , p H , a n d p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o E i s e n h a u e r ( 19 6 4 ) c o n d u c t e d
e x p e ri m e n t s w i t h a s o l u t i o n c o n t a in i n g 50 mg / L p h e n o l a t p H 3 a n d 10
° C
,
a n d w i t h
f e r r o u s a m m o n i u m s u l f a t e a s t h e c a t a ly s t H e f o u n d t h a t t h e r a t e o f p h e n o l o x i d a t i o n
i n c r e a s e d w i t h h y d r o g e n p e r o x i d e a n d fe r r o u s i o n c o n c e n t r a t i o n I n t h i s c a s e , t h e
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o p t im u m a m o u n t s w e r e 1 m o l e o f f e r r o u s s a lt a n d 3 m o l e s o f H 2 O 2 p e r m o l e o f p h e n o l
I n o t h e r c a s e s , a h y d r o g e n p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o o f 5 ; 1 t o 6 : 1 w a s n e c e s s a r y (Sim s ,
19 8 1 ) T h e m o s t e f fi c i e n t r a t i o w i l l u l t im a t e l y d e p e n d o n t h e p r e s e n c e o f o t h e r o x i d i z a b l e
c o m p o u n d s i n t h e w a s t e t h a t c o n s u m e hy d r o g e n p e r o x i d e R e l a t i v e l y s m a l l a m o u n t s o f
f e r r o u s i o n c o n c e n t r a t i o n s ( 1 0 t o 1 0 0 m g /L ) h a v e b e e n s u g g e s t e d t o b e e f f e c t i v e in m o s t
c a s e s ( Sim s , 1 9 8 1 )
A s c a n b e s e e n f r o m e q u a t i o n ( 1 0 ) , h y d r o g e n i o n s a r e r e l e a s e d d u r i n g F e n t o n
'
s r e a c t io n ,
l o w e r i n g t h e p H a s t h e r e a c t io n p r o c e e d s E i s e n h a u e r c o n c l u d e d t h a t t h e r e a c t i o n
e f fi c i e n c y w a s u n a f f e c t e d b y t h e in i t i a l pH (f o r t h e p H r a n g e 3 - 7 ) O t h e r i n v e s t i g a t o r s
h a v e d e t e r m i n e d t h a t t h e o p t im a l p H r a n g e f o r F e n t o n
'
s r e a g e n t i s b e t w e e n 3 a n d 6 ( Sim s ,
1 9 8 1 ; K e a t i n g , e t a l , 1 9 7 8 ) H o w e v e r , t h e p H g r e a t ly i n f lu e n c e s F e n t o n
'
s r e a c t i o n
b e c a u s e it i n f l u e n c e s t h e r a t e o f g e n e r a t i o n o f f r e e r a d i c a l s i n t h e r e a c t i o n C h o w d hu r y
( 19 7 5 ) s u gg e s t e d t ha t t h e o p t im u m pH w o u l d b e in a r a n g e o f 2 t o 4
A l t h o u g h F e n t o n
'
s r e a g e n t i s m o r e e f f e c t i v e a t a c i di c pH v a l u e s , b u f fe r i n g t h e r e a c t i o n
m i x t u r e t o k e e p it i n a n a c i d i c r a n g e m a y i n hi b i t t h e r e a c t i o n I n t h e p r e s e n c e o f l a r g e
a m o u n t s o f p h o s p h a t e io n s , F e n t o n
'
s r e a c t i o n p r o c e e d s v e r y s l o w l y ( St e i n a n d W e i s s ,
1 9 5 1 ) I n a st u dy by Sc hu mb e t . a l . ( 1 9 5 5 ) , it w a s d i s c o v e r e d t h a t a c e t a t e a n d p h o s p h a t e
b u f fe r s i n h i b i t F e n t o n
'
s r e a c t i o n A n e x p l a n a t i o n f o r t hi s p h e n o m e n o n i s t h a t p h o s p h a t e s
p r e c i p i t a t e i r o n (T h r o o p , 19 7 5, 1 9 7 7 ) , m a k in g it u n a v a i l a b l e t o a c t in it s c a t a l y t i c r o l e
T h e r e a r e o t h e r c o n d it i o n s w h ic h c a n a lt e r t h e e f f e c t i v e n e s s o f t h e F e n t o n r e a c t i o n
B u b b l i n g o x y g e n t h r o u g h t h e r e a c t i o n m i x t u r e , f o r i n s t a n c e , c o u l d in c r e a s e t h e r e a c t i o n
r a t e a n d d r i v e t he r e a c t i o n f u r t h e r t o c o m p l e t i o n (E i s e n h a u e r , 1 9 6 4 ) L i p c z y n s k a -
K o c h a n y ( 19 9 1) i n v e s t ig a t e d t h e u s e o f F e n t o n
'
s r e a g e n t c o mb i n e d w it h p o l y c h r o m i c U V
l ig h t t o d e c o m p o s e 4 - n it r o p he n o l ; t h e y o b t a i n e d be t t e r r e s u l t s u s i n g t h i s e n h a n c e d r e a c t i o n
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t h a n w it h t h e ' d a r k ' r e a c t i o n (r e a c t i o n w i t h o u t U V l ig h t ) T h e i n c r e a s e i n e f e c t i v e n e s s
w a s s p e c u l a t e d t o b e c a u s e d b y t h r e e f a c t o r s : I ) s u b s t r a t e m o l e c u l e s a r e p h o t o a c t i v a t e d
t o w a r d s u b s t i t u t i o n w it h t he h y dr o x y l r a d i c a l ; 2 ) h y dr o g e n p e r o x i d e u n d e r g o e s d i r e c t
p h o t o l y s i s , r e s u lt i n g i n t h e f o r m a t i o n o f m o r e hy d r o x y l r a d i c a l s t h a n w i t h F e n t o n
'
s r e a g e n t
a l o n e ; a n d , 3 ) U V l i g h t r e g e n e r a t e s F e ^
" ^
,
m a k i n g t h e r e a c t i o n m o r e e f i c i e n t C h o w d hu r y
a n d R o s s ( 1 9 7 5 ) a n d H a c k m a n ( 19 7 8 ) f o u n d t ha t t e m p e r a t u r e , o n t he o t h e r h a n d , h a d
l i t t l e t o n o e f e c t o n p h e n o l o x i da t i o n b y F e n t o n
'
s r e a g e n t
I n t h e a b s e n c e o f p he n o l , t he f e r r i c i o n f o r m e d i s r a p i d ly hy d r o l y z e d a b o v e pH 3 a n d
d e p o s i t s f e r r i c hy d r o x i d e I n t h e p r e s e n c e o f p he n o l , f e r r i c h y dr o x i d e d o e s n o t p r e c i p i t a t e
d u r i n g t h e r e a c t i o n Se v e r a l i n v e s t i g a t i o n s h a v e c o n f i r m e d t h a t , e v e n a ft e r t he F e n t o n
r e a c t i o n ha s g o n e t o c o m p l e t i o n , t h e r e a c t i o n m i x t u r e r e m a i n s h o m o g e n e o u s , p o s s i b l y d u e
t o a fe r r i c i o n c o m p l e x i n g p h e n o m e n o n a s s o c i a t e d w i t h t h e fo r m a t i o n o f m u c o n i c a c i d
E i s e n h a u e r ( 1 9 64 ) s p e c u l a t e d t h a t t h e i n t e n s e b r o w n c o lo r a t t h e e n d o f t h e r e a c t i o n i s d u e
t o t h e f o r m a t i o n o f i n t e r m e d i a t e s e m i q u i n o n e s T h e s o l u t i o n w i l l r e t a i n t h i s c o l o r e v e n
a ft e r a l l o f t h e p h e n o l i s d e s t r o y e d , a n d r a i s i n g t h e p H i n a n a t t e m p t t o p r e c i p i t a t e t h e i r o n
w i l l n o t r e m o v e t h e c o l o r N a k a m o t o a n d M a c h i d a ( 19 9 2 ) b e li e v e t h i s c o l o r - r e t e n t i o n i s
d u e t o a n i r o n c o m p l e x w h i c h i s r e s i s t a n t t o p r e c i p it a t i o n E i s e n h a u e r ( 1 9 64 ) p r o p o s e d
t h e u s e o f a l u m t o d e c o m p o s e t he hy d r o g e n p e r o x i d e a n d r e m o v e t h e i r o n s a l t f r o m t h e
r e a c t i o n s o l u t i o n I t w a s f l i r t h e r p r o p o s e d i n t h e s e s t u d i e s t ha t t h e u s e o f a lu m i n u m s a l t
f o l l o w e d b y a n i n c r e a s e i n p H (t o 5 o r 6 ) w o u l d c o - p r e c i p it a t e t h e i r o n c o m p l e x a n d
r e m o v e m o s t o f t he c o lo r I t s h o u l d b e r e c a l l e d , ho w e v e r , t h a t E i s e n h a u e r ( 1 9 6 4 ) u s e d
hi g h c o n c e n t r a t i o n s (o n a m o l a r b a s i s ) o f i r o n i n h i s s t u d i e s
M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
W a s t e w a t e r C h a r a c t e r i s t i c s
T h e p h e n o l i c w a s t e w a t e r t e s t e d i n t h i s s t u d y w a s p r o v i d e d b y t h e O c c i d e n t a l C h e m i c a l
C o r p o r a t i o n (O x y C h e m ) T h e w a s t e w a s a c o m b i n a t i o n o f r aw d i s t i l l a t e s f r o m t h e
c o m p a n y
'
s p h e n o l i c r e s i n m a n u f a c t u r i n g p l a n t s i n K e n t o n , O h i o , a n d N o r t h T o n a w a n d a ,
N e w Y o r k
A w a s t e w a t e r a n a l y s i s d e t e r m i n e d t h e c h a r a c t e r i s t ic s l i st e d i n T a b l e 4 F o r m a l d e h y d e ,
m e t h a n o l , a n d d i i s o p r o p y l e t h e r c o n c e n t r a t i o n s w e r e r e p o r t e d b y O x y C h e m T h e p h e n o l
c o n t e n t o f t h e w a s t e s a m p l e r e c e i v e d w a s v e r i f i e d i n t h e l a b o r a t o r y u s i n g t h e d i r e c t
p h o t o m e t r i c m e t h o d (a m i n o a n t i p y r i n e m e t h o d ) a s d e s c r i b e d i n St a n d a r d M e t h o d s ( 19 9 2 ) ,
a n d by h i g h p r e s s u r e li q u i d c hr o m a t o g r a py (H P L C) P r i o r t o t e s t i n g f o r p he n o l, t h e p H o f
t h e w a s t e w a t e r s a m p le w a s r a i s e d f r o m i t s st a r t i n g l e v e l o f 3 5 t o p H 7 w i th 5 N s o di u m
h y d r o x i d e T h e v o lu m e c h a n g e r e s u lt i n g f r o m t h e p H a dj u s t m e n t w a s l e s s t h a n 2 p e r c e n t
T h e w a s t e s a m p l e w a s t h e n fi lt e r e d ; a g l a s s fi l t r a t i o n a p p a r a t u s w a s f i t t e d w i t h a 0 2 |j ,m
p o ly c a r b o n a t e fi l t e r , a n d t h e r a w w a st ew a t e r w a s p u l l e d t h r o u g h t h e d e v i c e b y a v a c u u m
T a b l e 4 R a w W a st e w a t e r Ch a r a c te r i s t i c s
Co n s t i t u e n t C o n c e n t r a t i o n
P h e n o l 60
,
0 0 0 m g / L
F o r m a l d e h y d e 2 , 5 0 0 mg / L
M e t h a n o l 6
,
0 0 0 m g/ L
D i i s o p r o py l e t h e r 4 0 0 m g/ L
T SS 7 8 m g / L
p H 3 5
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T e s t s w e r e r u n t o d e t e r m i n e t h e p H , t o t a l s u s p e n d e d s o l i d s , a n d b u f f e r c a p a c i t y T h e
s u s p e n d e d s o l i d s t e st w a s r u n o n t h e n e u t r a l i z e d r a w w a s t e w a t e r i n a c c o r d a n c e w i t h
St a n d a r d M e t h o d s ( 19 9 2 ) u s i n g a 0 7 pi m g l a s s fi b e r fi l t e r T h e b u f f e r c a p a c i t y o f t h e
w a s t e w a s d e t e r m i n e d b y t i t r a t i n g a k n o w n v o l u m e (6 0 m L ) o f t h e r a w w a st e w a t e r w i t h 1
n o r m a l s o d i u m h y d r o x i d e P r i o r t o t it r a t i o n o f t h e w a s t e s a m p l e , t h e w a s t e w a t e r w a s
l i g h t b r o w n i n c o l o r a n d t r a n s lu c e n t ; a s t h e b a s e w a s a d d e d a n d t h e p H r o s e , t h e c o l o r
t u r n e d t o a d a r k b r o w n , a n d t h e w a st e b e c a m e m u r k y T h i s c o l o r c h a n g e m a y h a v e b e e n
d u e t o t h e f o r m a t i o n a n d p r e c i p i t a t i o n o f r e s i n p r o d u c t a t e l e v a t e d p H l e v e l s A s c a n b e
s e e n i n F i g u r e 5 , t h e w a s t e h a s a l o w bu f f e r i n t e n s i t y a t p H b e l o w 8 C o n s e q u e n t ly , a l l
r e a c t i o n s in v o l v i n g t h e w a s t e w a t e r w e r e bu f fe r e d w i t h a p o t a s s iu m ph o s p h a t e s o l u t i o n t o
k e e p t h e p H i n t h e d e s i r e d r a n g e F r o m t h e t it r a t i o n c u r v e , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t 3 8 o r
4 4 e q u iv a l e n t s o f b a s e p e r l it e r o f w a s t e a r e r e q u i r e d t o r e a c h p H 6 o r 7 , r e s p e c t i v e l y
R e a g e n t s
C o p r i n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i da s e w a s p r o v i d e d i n l i q u i d f o r m a s a r e s e a r c h g i ft f r o m
N o v o N o r d i s k (B a g s v a e r d , D e n m a r k ) T he s t o c k s o l u t i o n o f t h e e x t r a c e l lu la r e n z y m e w a s
d iv i d e d i n t o 1 m L a l i qu o t s a n d s t o r e d f r o z e n u n t i l t h e t im e o f u s e E n z y m e s o lu t i o n s w e r e
t ha w e d a t r o o m t e m p e r a t u r e im m e d ia t e ly b e f o r e u s e a n d p l a c e d o n a n i c e b a t h d u r i n g t h e
t e s t i n g p e r i o d T h e s t o c k s o lu t i o n c o n t a i n e d 1% p r o t e in b y w e ig h t
P h e n o l
,
f e r r o u s s u l f a t e
,
a n d 4 - a m i n o a n t ip y r i n e w e r e p u r c ha s e d f r o m F i s h e r Sc i e n t i fi c
H y d r o g e n p e r o x i d e a n d f o r m a l d e h y d e w e r e p u r c h a s e d f r o m M a il i n c k r o d t , a n d 2 , 2
'
- a z i n o -
d i (3 - e t h y lb e n z t h i a z o l i n e - 6 - s u l f o n i c a c i d ) , d ia m m o n i u m s a l t (A B T S ) w a s p u r c h a s e d f r o m
Si g m a Ch e m i c a l T h e s e c h e m i c a l s w e r e A C S r e a g e n t g r a d e o r e q u i v a l e n t P o l y e t h y l e n e
g l y c o l ( 1 0 0 0 a n d 8 0 0 0 a v e r a g e m o l e c u l a r w e ig h t s ) a n d p o r c in e g e l a t i n (6 0 a n d 3 0 0




2 . 0 -
0 0 50 0 100 0 1 5 0 0
e q / L O H - a d d e d
2 00 .0
F i g u r e 5 . T i t r a t i o n c u r v e f o r t h e d e t e r m i n a t i o n o f w a s te w a t e r b u f f e r i n t e n s i t y . A 1 N N a O H
s o l u t i o n w a s a d d e d t o a 6 0 m L v o l u m e o f r a w w a s t e w a t e r w i th a s t a r t i n g p H o f 3 5
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A 1 g / L s t o c k p h e n o l s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y w e ig h i n g t h e p u r e c h e m i c a l a n d d i s s o lv i n g
i t i n a v o l u m e t r i c fl a s k w i t h t h e a p p r o p r i a t e a m o u n t o f d e i o n i z e d w a t e r T h i s s t o c k
s o lu t i o n w a s s t o r e d i n a br o w n g l a s s bo t t l e f o r f u t u r e u s e i n p r e p a r a t i o n o f s t a n d a r d p h e n o l
s e t s St a n d a r d s o lu t i o n s o f p h e n o l w e r e p r e p a r e d im m e d i a t e l y b e fo r e e a c h t e s t f o r r e s i du a l
p h e n o l
H y d r o g e n p e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d f r o m a 3 0 p e r c e n t s t o c k s o l u t i o n b y m i x i n g
t h e a p p r o p r i a t e v o l u m e w i t h d e i o n i z e d w a t e r T h e p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n i n t h e s t o c k
s o l u t i o n w a s d e t e r m i n e d o n a r e g u l a r b a s i s (a t l e a s t e v e r y 2 w e e k s ) b y t it r a t i o n w it h 6 mM
p o t a s s i u m p e r m a n g a n a t e i n t h e p r e s e n c e o f 1 N s u l f u r i c a c i d T h e s t o c k h y d r o g e n
p e r o x i d e w a s s t a b l e f o r s e v e r a l w e e k s b a s e d o n t h i s c a l i b r a t i o n
B u f fe r s o l u t i o n s w e r e p r e p a r e d by s e p a r a t e ly w e i g h i n g t he c o n j u g a t e a c i d a n d c o n j u g a t e
b a s e a n d d i s s o l v i n g t h e m i n d e i o n i z e d w a t e r t o a t t a i n t h e d e s i r e d m o l a r c o n c e n t r a t i o n
T h e t w o s o lu t i o n s w e r e t h e n m i x e d t o g e t h e r w h i l e m o n i t o r i n g p H u n t i l t h e d e s i r e d p H w a s
r e a c h e d P o t a s s i u m p h o s p h a t e bu f fe r s w e r e u s e d i n a l l r e a c t i o n s a n d a s s a y s r u n a t pH 6 ,
7
,
a n d 8
,
w h e r e a s s u c c i n a t e bu f fe r s w e r e u s e d a t p H 5 a n d 6 i n a m i n o a n t i p y r i n e a s s a y s
E n z y m e R e a c t i o n s
E n z y m e A s s a y s
T w o e n z y m e a s s a y s w e r e u t i l iz e d i n t h i s s t u d y i n o r d e r t o qu a n t if y t he p e r o x i d a s e a c t i v it y ,
n a m e ly t h e A B T S a s s a y f r o m P u t t e r a n d B e c k e r ( 1 9 8 3 ) , a n d t h e 4 - a m i n o a n t i p y r in e (A A P )
a s s a y f r o m G a l l a t i ( 19 7 7 ) T he A B T S a s s a y w a s u s e d in p r e l im in a r y e x p e r im e n t a t i o n
E n 2:y m a t i c a c t i v it y i n t h e A B T S a s s a y w a s q u a n t i f i e d b y m e a s u r i n g t h e a p p e a r a n c e o f t h e
o x i d a t i o n p r o d u c t A B T S
" *" T h i s m e a s u r e m e n t w a s a c c o mp l i s h e d by m o n it o r i n g t h e
r e a c t i o n m ix t u r e w i t h a s p e c t r o p h o t o m e t e r a t 4 0 5 n m (t h e w a v e l e n g t h o f p e a k a b s o r b a n c e
by A B T S
" ^
) T h e a s s a y r e a c t i o n m i x t u r e c o n t a i n e d 6 7 m M p o t a s s i u m p h o s p h a t e bu ff e r
30
(p H 6 ) , 1 7 mM A B T S, 0 83 mM hy d r o g e n p e r o x id e , a n d 10 u L o f a d i l u t e d e n z y m e
s a m p l e T h e e n z y m e s a m p l e u s e d w a s d il u t e d s o t ha t t h e a b s o r b a n c e r e a d i n g s r e m a i n e d i n
t h e l i n e a r r a n g e (0 t o 1 0 A U ) du r i n g t h e c o u r s e o f t h e a s s a y O n s e t o f t h e r e a c t i o n w a s
b r o u g ht a b o u t by a d d i n g hy d r o g e n p e r o x i d e T h e r a t e o f i n c r e a s e o f A 4 0 5 b e t w e e n 2 0
a n d 8 0 s e c o n d s (i n i t a l r a t e ) , a l o n g w it h t he e x t i n c t i o n c o e f fi c ie n t f o r A B T S
" *" ( 1 8 6 x 10 ^
M ' ^ c m ' l ) w e r e u s e d t o c a l c u l a t e t h e a c t iv i t y O n e u n i t o f p e r o x i d a s e i s d e fi n e d a s t h e
a m o u n t r e q u i r e d t o f o r m o n e m i c r o m o l e o f p r o d u c t p e r m i n u t e T h e A B T S a c t i v it y a s s a y s
w e r e p e r f o r m e d i n d u p l i c a t e o r t r i p l i c a t e a t r o o m t e m p e r a t u r e
E x p e r im e n t s w e r e e x e c u t e d t o fi n d t h e l e v e l a t w h i c h p h e n o l w o u l d i n t e r f e r e w it h t h e
A B T S a s s a y (i e , b y c o m p e t i n g w i t h A B T S) T h e a s s a y b l a n k w a s r u n a s d e s c r i b e d
a b o v e ; t h e a c t i v i t y i n t h e b l a n k w a s c o m p a r e d w it h t h e a p p a r e n t a c t i v it y i n a s s a y s r u n w it h
0 0 1 t o 5 mM p h e n o l a d d e d A l l r e a c t i o n s w e r e i n i t i a t e d b y t he a d d it i o n o f hy d r o g e n
p e r o x id e T h e e f f e c t s o f p h e n o l c o n c e n t r a t i o n i n t h i s a s s a y w e r e a p p a r e n t b e t w e e n 0 10
a n d 0 2 5 mM p he n o l (Se e A p p e n d i x A ) A t t h e s e c o n c e n t r a t i o n s , p h e n o l c o m p e t e s w it h
A B T S t o a c t a s a s u b s t r a t e f o r t h e e n z y m e a n d c o n s u m e s hy d r o g e n p e r o x i d e , t h e r e b y
r e d u c i n g t h e a p p a r e n t a c t i v i t y o f t h e e n z y m e P he n o l i n t h i s a m o u n t i s n o t n e c e s s a r i l y
i n a c t i v a t i n g t h e e n z y m e , bu t i s i n t e r f e r i n g w i t h th e a s s a y , r e s u lt i n g i n s p u r i o u s e n z y m e
a c t i v i t y r e a d i n g s B e c a u s e o f hi g h p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s i n t h e w a s t e (s l i g h t ly o v e r 6 0 0
m M ), t h e A B T S m e t h o d w o u l d n o t b e a p p r o p r i a t e f o r m e a s u r i n g e n z y m e a c t i v i t y i n
w a s t e w a t e r r e a c t io n m i x t u r e s o r o t h e r s o l u t io n s c o n t a i n i n g p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s g r e a t e r
t ha n 0 2 5 m M
I n a c t i v a t i o n St u d i e s
T h e a m i n o a n t i p y r i n e a s s a y i s b a s e d o n t he r e a c t i o n b e t w e e n a m in o a n t i p y r i n e a n d
e n z y m a t i c a l l y g e n e r a t e d p h e n o x y r a d i c a l s , w h i c h r e s u h s i n a r e d
- c o l o r e d p r o d u c t O n c e
h y d r o g e n p e r o x i d e i s a d d e d , c o l o r f o r m a t i o n i n t he a s s a y m i x t u r e i s m o n i t o r e d
3 1
s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l ly a t 4 9 2 n m T hi s a s s a y w a s d i f fi c u lt b e c a u s e t h e r a t e o f c o l o r
f o r m a t i o n d e c li n e d c o n t i n u o u s l y a s t h e r e a c t i o n p r o c e e d e d , s o t he r e w a s n o l i n e a r r a n g e i n
w h i c h t o e s t im a t e a n i n i t i a l r a t e I n s t e a d , t h e t im e o f hy d r o g e n p e r o x i d e a d d i t i o n w a s
r e c o r d e d a s t im e 0
,
a n d A 4 9 2 v a l u e s w e r e r e c o r d e d a t 1 5 s e c o n d i n t e r v a l s C o m p a r i s o n s
b e t w e e n a s s a y m i x t u r e s w e r e m a d e by c o m p a r i n g t h e c h a n g e in A 4 9 2 v a l u e s a t v a r i o u s
t im e in t e r v a l s
T h e A A P e n z y m e a s s a y w a s u s e d du r i n g t h e i n v e s t i g a t i o n o f t h e e f f e c t s o f p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n o n e n z y m e a c t iv i t y A n a p p r o p r i a t e l y d i l u t e d e n z y m e s o l u t i o n w a s








a n d 50 0 mM p h e n o l s o l u t i o n s T h e s e s o l u t i o n s w e r e
p l a c e d i n t o a s s a y m i x t u r e s a ft e r 1 , 3 , a n d 6 h o u r i n c u b a t io n t im e s , a n d e a c h a s s a y w a s
p e r f o r m e d i n t r i p Hc a t e T h e a s s a y m i x t u r e s c o n s i s t e d o f 2 5 0 mM p h o s p h a t e b u f fe r (p H
7 ) , a n d 10 m M 4 A A P T he i n c u b a t e d e n z y m e s o lu t i o n w a s a d d e d t o t h e m ix t u r e , a n d
h y dr o g e n p e r o x i d e (fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 2 mM ) w a s a d d e d t o s t a r t t h e r e a c t i o n I n a l l
c a s e s
,
t h e e n z ym e - p h e n o l i n c u b a t i o n m i x t u r e w a s di l u t e d w it h b u f fe r p r i o r t o a d d it i o n t o
t he a s s a y m i x t u r e s o t h a t t h e fi n a l e n z y m e c o n c e n t r a t i o n w a s c o n s t a n t , a n d t h e p he n o l
c o n c e n t r a t i o n i n t h e a s s a y w a s 10 0 m M St a t i s t i c a l a n a l y s e s (t - t e s t s ) w e r e u s e d t o c o n fi r m
t h a t r e a d i n g s a t d i f f e r e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s a n d i n c u b a t io n t im e s w e r e s ig n i f i c a n t l y
d if f e r e n t
T h e e f fe c t s o f h y dr o g e n p e r o x i de o n e n z y m e a c t iv it y w e r e i n v e s t i g a t e d u s i n g t h e A B T S
a s s a y P e r o x i d e
- d e p e n d e n t i n a c t i v a t i o n w a s s t r a ig h t fo r w a r d t o m e a s u r e a n d w a s
a c c o m p li s h e d b y i n c u b at i n g t h e e n z y m e w it h v a r y i n g a m o u n t s o f H 2O 2 in pH 7 b u f fe r A t
s e l e c t e d t i m e i n t e r v a l s , a v o l u m e o f t h e i n c u b a t io n m i x t u r e w a s a d d e d t o t h e A B T S a s s a y
m i x t u r e
,
a n d t h e a c t i v i t y o f t h e e n z y m e w a s d e t e r m i n e d a s d e s c r ib e d a b o v e
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P r e l im i n a r y e x p e r im e n t s i n d i c a t e d t h a t f o r m a l d e hy d e i n t e r f e r e d w it h A B T S o x i d a t i o n i n
t h e A B T S a s s a y T h e r e f o r e , t h e e f f e c t s o f f o r m a l d e h y d e o n a c t i v it y o f t h e i s o l a t e d e n z y m e
a n d d u r in g t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n p r o c e s s w e r e a l s o i n v e s t i g a t e d I n o r d e r t o i n v e s t i g a t e
t h e e f e c t s o f f o r m a l d e hy d e o n t h e e n z y m e it s e lf , p e r o x i d a s e w a s in c u b a t e d w i t h 4 , 0 0 0
m g / L f o r m a l d e h y d e o v e r a 1 9 h o u r p e r i o d T w o s e t s o f i n c u b a t i o n e x p e r i m e n t s w e r e
p e r f o r m e d a t r o o m t e m p e r a t u r e O n e i n c u b a t i o n m ix t u r e c o n s i s t e d o f f o r m a l d e hy d e , 6 7
mM p h o s p h a t e bu f e r a t p H 6 , a n d 10 |j L o f p e r o x id a s e s t o c k s o l u t i o n ; a n d t h e o t h e r
c o n t a i n e d f o r m a l d e h y d e , 5 mM p h o s p h a t e b u f e r (pH 7 ) , a n d 10 |. i L o f p e r o x i d a s e s t o c k
I n a l l c a s e s
,
1 0 |l i L o f t h e in c u b a t i o n m i x t u r e w a s a d d e d t o t h e s t a n d a r d A B T S a s s a y
m i x t u r e a t s e l e c t e d t im e i n t e r v a l s Si n c e t h e a d d e d i n c u b at i o n m i x t u r e v o l u m e w a s s o
s m a l l , c a r r y o v e r o f f o r m a l d e hy d e f r o m t h e i n c u b a t i o n m i x t u r e t o t h e s t a n d a r d a s s a y w a s
m i n im a l F u r t h e r m o r e , A B T S a n d hy d r o g e n p e r o x i d e in t h e a s s a y m i x t u r e w e r e s o h i g h
t ha t t h e y w o u l d o v e r w h e lm a n y a l t e r n a t i v e s u b st r a t e f r o m t h e in c u b a t i o n m i x t u r e
I n a d d i t i o n , t e s t s w e r e p e r f o r m e d t o i n v e s t i g a t e t h e p o s s i b i li t y o f f o r m a l d e h y d e
i n t e r f e r e n c e w it h t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n p r o c e s s w he n p he n o l (r a t h e r t h a n A B T S) w a s t h e
r e d u c i n g s u b s t r a t e C o m p l e t e l y m i x e d b a t c h r e a c t i o n s w e r e r u n f o r 3 0 m i n u t e s u n d e r t h e
fo l lo w i n g c o n d it i o n s : 2 0 0 u M p h e n o l , 4 0 0 u M hy d r o g e n p e r o x i d e , f o r m a l d e hy d e f r o m
2 0 0 t o 1 0
,
0 0 0 mg / L , a n d 10 0 u L o f 1/ 1 0 e n z y m e st o c k T h e r e a c t i o n s w e r e b u f e r e d a t
p H 7 w i t h 2 50 m M p ho s p h a t e bu f e r R e s i d u a l p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s f r o m r e a c t o r s
c o n t a i n i n g n o f o r m a l d e hy d e w e r e c o m p a r e d w it h p h e n o l r e s id u a l s i n t h e r e a c t o r s
c o n t a in i n g f o r m a l d e hy d e E a c h f o r m a l d e h y d e c o n c e n t r a t i o n w a s t e s t e d i n t r i p l i c a t e a t
r o o m t e m p e r a t u r e
T h e r m a l d e a c t i v a t i o n o f t h e e n z y m e a n d t h e e f e c t o f pH o n e n z y m e a c t i v i t y w e r e s t u d i e d
q u a l it a t i v e l y u s i n g t h e A B T S a s s a y E n z y m e s o l u t i o n s p r e p a r e d w i t h b u f e r s a t p H 5 , 6 ,
7
,
a n d 8 w e r e a ll o w e d t o s i t a t r o o m t e m p e r a t u r e o v e r a 4 d a y p e r i o d A s s a y s w e r e r u n o n
t h e e n z y m e s o l u t i o n s i n i t i a l l y a n d a t r e g u l a r i n t e r v a l s du r i n g t h e i n c u b a t i o n p e r i o d T h e
e f f e c t i v e d il u t i o n o f t h e e n z y m e s t o c k i n t he in c u b a t i o n m i x t u r e s w a s 1 /2 0 0
E n z y m e R e a c t i o n K i n e t i c s a n d St o i c h i o m e t r y
T h e A A P a s s a y w a s u s e d i n a n a t t e m p t t o e m p i r i c a l l y d e t e r m i n e t h e M i c h a e l i s - M e n t e n
k i n e t i c c o e f fi c i e n t s o f C o p r i n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i da s e i n t h e p r e s e n c e o f p h e n o l a n d
h y d r o g e n p e r o x i d e T h e 1 mL a s s a y m i x t u r e s c o n t a i n e d 1 mM p h e n o l , 1 0 mM A A P , a n d
10 \x h o f 1/ 1 0 0 d il u t e d e n z y m e s t o c k T h e r e a c t i o n w a s i n i t i a t e d b y a d d i n g t h e p e r o x i d e
s o l u t i o n P e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e v a r i e d s u c h t ha t t h e c o n c e n t r a t i o n b a s e d o n t h e fi n a l
v o l u m e w o u l d e q u a l 1 3 3 , 2 0 0 , 4 0 0 , a n d 10 0 0 i^ M T h e c h a n g e in A 4 0 5 o v e r t im e
(d A 4 0 5 / d t , d e t e r m i n e d by s p e c t r o p h o t o m e t e r s o ft w a r e ) w a s m e a s u r e d a t s e le c t e d t im e
i n t e r v a l s T h e d A 4 0 5 / d t v a l u e s a t 3 0 , 6 0 , a n d 9 0 s e c o n d s a ft e r t h e p e r o x i d e a d d i t i o n w e r e
u s e d i n L i n e w e a v e r - B u r k p l o t s ( r e c i p r o c a l v e l o c it y v e r s u s r e c i p r o c a l c o n c e n t r a t i o n ) t o
a t t a i n t h e k i n e t i c c o n s t a n t s A s s a y s at e a c h p e r o x id e c o n c e n t r a t i o n w e r e r u n in t r i p l i c a t e
E f fo r t s w e r e a l s o m a d e t o d e fi n e t he s t o i c h i o m e t r y b e t w e e n ph e n o l a n d H 2 O 2 i n t h e
p r e s e n c e o f pe r o x i d a s e T h e 1 0 m L r e a c t i o n s w e r e r u n w it h p h e n o l a s t he l im it i n g r e a g e n t
a t 2 0 0 |Li M T h e e n z y m e a n d h y d r o g e n p e r o x i d e w e r e a d d e d i n e x c e s s O n e h u n d r e d ^ iL
o f 1/ 1 0 e n z y m e s t o c k w a s a d d e d t o e a c h p he n o l - p ho s p h a t e b u f e r s o lu t i o n (p H 6 , 6 7
m M ), a n d h y dr o g e n p e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e a d d e d t o s t a r t t h e r e a c t io n T h e h y d r o g e n
p e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e d i l u t e d s o t h a t t h e p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n s b a s e d o n t h e fi n a l 1 0
m L r e a c t o r v o l u m e w o u l d e qu a l 2 0 0 , 3 0 0 , 4 0 0 , a n d 6 0 0 yM E a c h r e a c t i o n w a s r u n i n
d u p l i c a t e f o r 1 5 m i n u t e s A r e a c t i o n s a m p l e w a s t h e n r e m o v e d f r o m e a c h r e a c t o r t o t e s t
f o r r e s i d u a l p h e n o l a n d h y d r o g e n p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n s A p l o t o f m o l e s p e r o x i d e
c o n s u m e d p e r m o l e s ph e n o l c o n s u m e d v e r s u s t he i n i t ia l p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n w a s t h e n
g e n e r a t e d
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R e a c t i o n s w i t h Wa s t e
P r e l im i n a r y b a t c h a n d s e m i - b a t c h r e a c t o r s w e r e r u n t o e s t im a t e t h e a m o u n t s o f e n z y m e
a n d hy d r o g e n p e r o x i d e n e e d e d t o a c h i e v e s i g n i fi c a n t r e m o v a l o f p h e n o l f r o m t h e
w a s t e w a t e r A C o l e - P a r m e r 7 4 90 0 - Se r i e s M u lt i c h a n n e l sy r i n g e p u m p w a s u s e d t o d e l i v e r
r e a g e n t s i n a ll s e m i - b a t c h r e a c t io n s T w e n t y - fi v e m L v o lu m e s o f t h e w a s t e w a t e r w e r e
p l a c e d i n g la s s v i a l s a n d e n z y m e w a s a d d e d t o t h e w a s t e a t t he a p p r o p r i a t e d i l u t i o n s F o r
t h e b a t c h e x p e r im e n t s , a h y d r o g e n p e r o x i d e s o l u t i o n w a s a d d e d a l l a t o n c e t o s t a r t t h e
r e a c t i o n ; f o r t h e s e m i - b a t c h r e a c t i o n s , p e r o x id e s o lu t i o n s w e r e a d d e d o v e r a I h o u r
pe r i o d , a n d t h e s e l e c t e d p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t io w a s b a s e d o n t h e fi n a l r e a c t i o n
v o lu m e I n i t i a l a n d fi n a l p H v a l u e s w e r e r e c o r d e d , a n d w e t c h e m i c a l t e s t s o r H P L C
a n a l y s e s w e r e r u n o n t h e r e a c t i o n s a m p l e s a n d r e a c t i o n b l a n k s t o d e t e r m i n e r e s i d u a l
p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s
Se m i - b a t c h t e s t s w e r e a l s o r u n u s i n g a d d i t i v e s t ha t a r e b e li e v e d t o s u p p r e s s e n z y m e
i n a c t iv a t i o n P h e n o l r e s i d u a l s i n 1 0 d i f fe r e n t r e a c t i o n c o m b i n a t i o n s w e r e c o m p a r e d A
m a t r i x o f t h e s e r e a c t i o n s i s s h o w n in T a b l e 5
T a b le 5 R e a c t i o n C o n d i t i o n s f o r Sem i - B a t c h R e a c t o r s w i t h A d d i t i v e s
A D D I T I V E p H
P o r c i n e G e l a t i n P o l y e t h y l e n e G ly c o l
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T h e r e a c t o r s w e r e s e t u p b y d il u t i n g a b u f f e r e d w a s t e w a t e r s a m p le w i t h r e a g e n t w a t e r
T h e e f f e c t iv e d i l u t i o n o f t h e w a s t e w a t e r b a s e d o n t h e f i n a l r e a c t o r v o lu m e w a s 10 0 : 1 St i r
b a r s w e r e p l a c e d i n a l l o f t he r e a c t o r s , a n d a d d it i v e s , i f u s e d , w e r e d i s s o lv e d i n t h e
w a s t e w a t e r a t a c o n c e n t r a t i o n o f 4 g / L N e x t , t h e e n z y m e w a s a d d e d t o t h e r e a c t i o n
m ix t u r e s o t h a t i t s e f f e c t i v e di l u t i o n w o u l d b e 1/ 2 0 o f t h e s t o c k H y d r o g e n p e r o x i d e
s o l u t i o n s w e r e a d d e d t o e a c h st i r r e d r e a c t o r o v e r a 3 0 m i n u t e p e r i o d T h e hy d r o g e n
p e r o x i d e - p h e n o l m o la r r a t i o , b a s e d o n t h e f i n a l 1 0 mL v o l u m e , w a s 2 : 1 in a l l c a s e s A l l o f
t h e r e a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d a t r o o m t e m p e r a t u r e
F u r t h e r s e m i - b a t c h r e a c t i o n s t u d ie s w e r e p e r f o r m e d u s i n g w a s t e s a m p l e s t h a t w e r e n o t a s
d i lu t e I n t h e s e e x p e r im e n t s , t he e f f e c t i v e w a s t e di l u t i o n w a s v a r i e d f r o m 2 : 1 t o 1 0 : 1 T h e
r e a c t i o n s w e r e r u n a s s t a t e d a b o v e w it h 30 0 b l o o m g e l a t i n o r 8 0 0 0 MW P EG a t 4 g/ L
D u e t o t h e d i fl Sc u lt y i n d i s s o l v in g 3 0 0 b l o o m g e l a t i n i n t h e w a s t e w a t e r di l u t e d 2 : 1 , 6 0
b l o o m g e l a t i n a t a 2 g /L d o s e w a s s u b s t i t u t e d
St u d i e s o n t h e e f f e c t o f e n z y m e c o n c e n t r a t i o n o n r e a c t i o n s w i t h p o l 5m i e r s w e r e a l s o
p e r f o r m e d C o m p l e t e l y m i x e d , s e m i - b a t c h r e a c t o r s w e r e r u n w i t h a 2 : 1 p e r o x i d e - p h e n o l
m o l a r r a t i o , a n e f f e c t i v e w a s t e di l u t i o n o f 1 0 : 1 , a n d a fi x e d P E G d o s e o f 2 g/ L T h e
e n z y m e c o n c e n t r a t i o n w a s v a r i e d f r o m 1 / 2 0 t o 1/ 2 0 0 0 o f t h e s t o c k T h e s e r e a c t i o n s w e r e
p e r f o r m e d a s i n p r e v i o u s e x p e r i m e n t s a n d w e r e b u f fe r e d at p H 6 E a c h r e a c t o r w a s r u n i n
du p l i c a t e
C o n t i n u o u s f l o w e x p e r im e n t s w e r e c o m p l e t e d t o d e t e r m i n e e n z y m a t i c r e a c t i o n
p e r f o r m a n c e i n t h i s c o n f i g u r a t i o n A C o l e - P a r m e r 7 4 9 0 0 - Se r i e s M u lt i c h a n n e l sy r i n g e
p u m p w a s u s e d t o d e li v e r t h e r e a g e n t s i n a l l c o n t i n u o u s f l o w t e s t s T h e r e a c t o r w a s fi t t e d
w it h a p H c o n t r o l l e r a n d w a t e r j a c k e t c o n n e c t e d t o a c o n s t a n t t e m p e r a t u r e c i r c u l a t o r p H
a dj u s t m e n t s w e r e m a d e by t he pH c o n t r o l l e r b y a d di n g 1 N N a O H w h e n n e c e s s a r y T h e
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t e m p e r a t u r e w a s fi x e d a t 2 5
°
C i n a ll c a s e s A s c h e m a t i c f o r t h e r e a c t o r c o n fi g u r a t i o n i s
s h o w n i n F i g u r e 6
A d y e t r a c e r t e s t w a s p e r fo r m e d o n t h e c o n t in o u s fl o w r e a c t o r t o c o n fi r m i t s b e h a v i o r a s
a n i d e a l c o n t i n o u s fl o w s t i r r e d t a n k r e a c t o r (CF S T R ) T e n m L o f d e i o n i z e d w a t e r w a s
a d d e d t o t h e r e a c t o r a n d s t i r r e d c o n t i n o u s l y w h i l e a r e d f o o d c o l o r in g s o lu t i o n (A 50 0 =
1 3 7 ) w a s a d d e d o v e r a 3 0 m i n u t e p e r i o d T h e d y e s o l u t i o n fl o w r a t e w a s 1 m L / m i n ,
r e s u lt i n g i n a hy d r a u li c r e s i d e n c e t im e o f 1 0 m i n u t e s E f fl u e n t s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d
o v e r 1 m in u t e i n t e r v a l s T h e a b s o r b a n c e v a l u e s o f t h e s a m p l e s w e r e m e a s u r e d a t 5 0 0 n m
a n d c o m p a r e d w i t h t h e p r e d i c t e d v a lu e s o bt a i n e d f r o m a n u n s t e a d y s t a t e m a s s b a l a n c e
e q u a t i o n f o r a C F ST R
C o n t i n u o u s fl o w e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t he e f f e c t s o f h y d r o g e n
p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t io , w a s t e d i l u t i o n , h y d r a u l i c r e s i d e n c e t im e , a n d p H o n p h e n o l
r e m o v a l B l a n k t e s t s w e r e r u n t o v e r i fy t h a t n o p h e n o l r e m o v a l a c r o s s t h e r e a c t o r
o c c u r r e d w h e n n o r e a c t i o n w a s o c c u r r i n g P r e l im i n a r y t e s t s i n d i c a t e d t h a t t h e e n z y m e w a s
b e c o m i n g i n a c t i v e e a r l y i n t h e r e a c t i o n , s o a l l s u b s e qu e n t r e a c t i o n s w e r e s t a r t e d w i t h a n
e n z y m e - b u f f e r s o lu t i o n in t h e r e a c t i o n v e s s e l O th e r r e a c t i o n c o mp o n e n t s (b u f f e r e d
e n z y m e s o lu t i o n , hy dr o g e n p e r o x i d e , a n d w a s t e w a t e r o r s y n t h e t i c p h e n o l s o l u t i o n ) w e r e
d i l u t e d b y t he d e s i r e d a m o u n t s , p l a c e d i n sy r i n g e s w it h n e e d l e a n d t u b i n g c o n n e c t i o n s , a n d
d e l iv e r e d t o t h e r e a c t o r b y t h e s y r in g e p u m p T h e n e e d l e s w e r e s u b m e r g e d i n t h e r e a c t i o n
m i x t u r e t o a v o i d r e a g e n t e n t r a p m e n t in t h e f o a m t ha t o ft e n f o r m e d o n t o p o f t h e r e a c t i o n
s o l u t i o n T h e r e a c t o r v o l u m e w a s k e p t c o n s t a n t a t 1 5 mL by p r e s s u r e : a l l s e a l s w e r e
a i r t i g ht a n d t h e e f fl u e n t li n e a c t e d a s a s a m p l e p o r t T h e hy d r a u l i c r e s id e n c e t im e w a s
a l t e r e d b y a dj u st in g t h e t o t a l fl o w r a t e w it h th e p u m p
Wa st e w a t e r
H y d r o g e n p e r o x id e
E n z y m e So lu ti o n
p H P r o b e
t t t
p H C o n t r o l l e r
N a O H
E fl u e n t
W a t e r - j a c k e t e d (25 C) , s t ir r e d v e s s e l
F ig u r e 6 C F ST R r e a c t o r s c h e m a t i c
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P r e l im i n a r y C F S T R e x p e r im e n t a t i o n y i e l d e d p o o r p h e n o l r e m o v a l a t s t e a d y s t a t e I n a n
a t t e m p t t o d e t e r m i n e w h e n p r o b l e m s w e r e a r i s i n g i n t h e r e a c t o r s , s a m p l e s w e r e t a k e n
d u r i n g p r e - s t e a dy s t a t e c o n di t i o n s i n a l l s u b s e q u e n t t e s t s I n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e
f r a c t i o n o f p h e n o l r e m o v e d , a l l e fl u e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o mp a r e d t o t h e
t h e o r e t i c a l p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s t h a t w o u l d e x i s t in t h e a b s e n c e o f a r e a c t io n b a s e d o n
t h e i n f lu e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n a n d a n u n s t e a d y
- s t a t e m a s s b a l a n c e a n a l y s i s P l o t s o f
m e a s u r e d p h e n o l c o n c e n t r a t i o n (i n t h e r e a c t i o n s a m p l e s ) v e r s u s d im e n s i o n l e s s t im e
(s a m p l e t im e d iv i d e d b y hy d r a u l ic r e s i d e n c e t im e ) w e r e de v e l o p e d fo r t h e CF ST R s N e x t ,
p l o t s o f c u m u l a t iv e m a s s o f p h e n o l r e m o v e d v e r s u s d im e n s i o n l e s s t im e w e r e d e v e l o p e d
u s i n g t h e s a m e d a t a A n e x a m p l e o f t h e s e m e t ho d s o f d a t a a n a l y s i s i s p r e s e n t e d i n F i g u r e
7 .
U s i n g t h e r e s u lt s f r o m t h e a d d i t i v e s t u d i e s i n s e m i- b a t c h r e a c t o r s , a C F S T R r e a c t o r w a s
r u n w i t h PE G a d d e d f o r c o m p a r i s o n t o t he C F ST R s r u n w i t h o u t p o ly m e r P E G w a s
d i s s o l v e d i n t h e d i lu t e d w a s t e a n d a d d e d c o n t i n o u s ly t h r o u g ho u t t h e r e a c t i o n .
C o n t i n u o u s r e a c t i o n s w i t h a d d i t i v e s w e r e c o n d u c t e d a s d e s c r ib e d a b o v e .
F e n t o n R e a c t i o n s
F e n t o n r e a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d a s 1 0 m L (fi n a l v o l u m e ) s e m i- b a t c h r e a c t i o n s i n g l a s s
v i a l s P r e l im i n a r y i n v e s t i g a t i o n s o f F e n t o n
'
s r e a c t i o n w e r e c o n d u c t e d u s i n g 2 5 , 1 0 0 , a n d
50 0 m g /L f e r r o u s s u l f a t e . P e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n s w e r e a l s o v a r i e d t o d e t e r m i n e t h e
o p t im u m p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r at i o (b a s e d o n t h e fi n a l v o lu m e ) T h e fe r r o u s s u lf a t e
w a s d i s s o lv e d i n t h e fi l t e r e d (0 2 jj m ) p he n o l i c w a s t e w a t e r p r i o r t o a d d it i o n o f hy d r o g e n
p e r o x i d e t o e n s u r e a n e v e n d i s t r i b u t i o n o f ir o n H y d r o g e n p e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e a d d e d
o v e r a 1 h o u r p e r i o d t o c o mp l et e t h e r e a c t i o n T h e r e a c t i o n s w e r e r u n u n bu f f e r e d a t t h e
o r i g i n a l p H o f t h e w a s t e w a t e r (pH 3 5 ) T h e pH w a s a ll o w e d t o d r o p o v e r t h e c o u r s e o f
t h e r e a c t i o n s ; p H l e v e l s w e r e m e a s u r e d a n d r e c o r d e d a t t he e n d o f t h e 1 h o u r p e r i o d
S a m p l e
T im e
(m in )
t / H RT
D i m e n s i o n l e s s
T im e
A (t / H R T)
C h a n g e i n
D im e n s io n l e s s
T im e
M e a s u r e d
P h e n o l
C o n c e n t r a t i o n
( g / L )
C h a n g e i n
M e a s u r e d
P h e n o l
C o n c e n t r a t i o n
ia M
P r e d i c t e d
P h e n o l
C o n c e n t r a t io n
J (9/ L )
C h a n ge i n
P r e d i c t e d
P h e n o l
C o n c e n t r a t i o n
(3/ L )
M a s s R e a c t e d
O v e r T im e
In t e r v a l
(m g )
C u m u la t i v e
M a s s
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T a C h
A C n
■ M e a s u r e d P h e n o l
C o n c e n t r a t io n
n P re d ic t e d P ii e n o i
C o n c e n t r a t i o n
1 2 3
D im e n s i o n l e s s T im e , t /H R T
N O T E : T h i s e x a m p l e o f C FST R d a ta a n a l y s i s i s b a s e d
u p o n & 15 m L r e a c t i o n v o l u m e a n d a 1 0 m i n u t e
h y d r a u l ic r e s i d e n c e t im e (H R T ) T h e p r e d i c t e d
p h e n o l c o n c e n t r a t io n (w i th n o r e a c t io n ) i s b a s e d o n
a n i n f l u e n t ph e n o l c o n c e n t r a t io n o f 6 g /L a n d t h e
m e a s u r e d p h e n o l c o n c e n t r a t i o n a t t h e p r e v i o u s t im e
i n t e r v a l u s i n g a n u n s t e a d y
- s t a t e m a s s b a l a n c e
e q u a t i o n
A G = C t - C t - 1
A C n r = C n r t " C m
-A (t / H R T )
C
n r . t
= C j - ( C |- C t . i ) e
M a s s R e a c t e d = (A C n r - A C m e a s )
*
V
F ig u r e 7 . C F ST R d a t a a n a l y s i s .
4 0
E a c h t e s t w a s m n i n du p l i c a t e a n d t h e r e a c t i o n i n g r e d i e n t s w e r e c o n t i n u o u s l y m ix e d w it h a
m a g n e t i c s t i r r e r t h r o u g h o u t t h e r e a c t i o n p e r i o d R e s i d u a l p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s i n t h e
r e a c t i o n m i x t u r e s w e r e m e a su r e d u s i n g H P L C
F e n t o n 's R e a c t i o n w i t h S u bs e q u e n t E n z y m a t i c R e a c t i o n s
A n i n v e s t i g a t i o n o f t h e u s e o f F e n t o n
'
s r e a g e n t f o ll o w e d by e n z y m a t i c t r e a t m e n t t o r e m o v e
a n y r e m a i n i n g p h e n o l w a s p e r f o r m e d u s i n g 10 0 m g/ L o f f e r r o u s s u l f a t e R e a c t i o n
m i x t u r e s t h a t w e r e t o b e f u r t h e r t r e a t e d e n z y m a t i c a l l y w e r e fi r s t a dj u s t e d t o p H 6 w i t h 5 N
s o d i u m h y d r o x i d e T h e t o t a l v o l u m e c h a n g e du e t o t hi s a dj u st m e n t w a s l e s s t h a n 2 %
P h e n o l c o n t e n t i n t h e F e n t o n m i x t u r e s w a s qu a n t i fi e d p r i o r t o e n z y m a t i c o x i d a t i o n s o t h a t
t h e o pt im u m p e r o x i d e - p h e n o l r a t i o in t h e p e r o x i d a s e r e a c t i o n c o u l d b e u t i l i z e d
F o u r e n z y m a t i c r e a c t i o n s w e r e r u n o n t h e F e n t o n p r o du c t T h e c o m p l e t e l y m i x e d , s e m i -
b a t c h r e a c t o r s w e r e r u n w it h v a r y i n g e n z y m e s t o c k d i lu t io n s ( 1 / 1 0 0 a n d 1/ 2 0 0 ) , w it h a n d
w i t h o u t 2 g/ L p o l y e t h y l e n e g l y c o l (b a s e d o n t he fi n a l v o lu m e ) E i g h t mL o f t h e F e n t o n
r e a c t i o n p r o d u c t a l o n g w it h d i s s o l v e d p o ly e t hy l e n e g l y c o l , i f a p p l i c a b l e , w e r e a d d e d t o a
g l a s s v i a l T o t hi s w a s a d d e d 1 m L o f e n z y m e
- bu f f e r s o lu t i o n
,
u s i n g 2 5 0 mM , p H 6
p h o s p h a t e b u f fe r I n o r d e r t o c o m p l e t e t h e r e a c t i o n s , 1 m L o f t h e h y dr o g e n p e r o x i d e
s o l u t i o n w a s a d d e d o v e r a 1 h o u r p e r i o d T h e p e r o x i d e s o l u t i o n s w e r e d i l u t e d s o t h a t t h e
p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o w o u l d e qu a l 2 ; 1 , b a s e d o n t h e fi n a l 1 0 mL v o l u m e T h e
t e m p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d a t 2 5
° C b y p l a c in g t h e r e a c t o r s i n a w a t e r j a c k e t c o n n e c t e d
t o a c o n s t a n t t e m p e r a t u r e c i r c u l a t o r
Sa m p l e P r e p a r a t i o n
E n z y m a t i c r e a c t i o n s w e r e t e r m in a t e d b y w it h d r a w i n g 1 mL o f r e a c t i o n s a m p l e a n d
q u e n c h i n g w i t h 2 0 \. \L o f 3 N hy d r o c h l o r i c a c i d T hi s a c i d i fi c a t i o n w a s s u f fi c i e n t t o l o w e r
t he p H o f t h e s a m p l e s t o a b o u t p H 2 , t h e r e b y p r e v e n t i n g a n y s u b s e q u e n t r e a c t i o n s f r o m
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o c c u r ri n g . T h e s a m p l e s f r o m e n z y m a t i c r e a c t i o n s w e r e s e t a s i d e f o r s e v e r a l m i n u t e s , t h e n
w e r e c e n t r i f u g e d fo r 1 5 m i n u t e s t o s e p a r a t e a n y s o Hd p a r t ic l e s t h a t m a y ha v e p r e c i p i t a t e d
N e x t , s a m p l e s u p e m a t a n t s w e r e di l u t e d s o t h a t t h e ph e n o l c o n t e n t w o u l d b e w i t hi n t h e
r a n g e o f t h e p h e n o l s t a n d a r d s r u n w i t h t h e s a m p l e s e t
R e a c t i o n s a m p l e s fr o m t e s t s o n t h e e f fe c t s o f f o r m a l d e h y d e w e r e p r e p a r e d i n a s im i l a r
m a n n e r
,
b u t w e r e fi l t e r e d t h r o u g h a 0 2 |i m p o l y c a r b o n a t e s y ri n g e fi l t e r pri o r t o d i l u t i o n
A 5 m L v o lu m e o f t h e r e a c t io n s a m p l e w a s d r a w n i n t o t h e s y ri n g e a n d f o r c e d t h r o u g h t h e
fi l t e r a p p a r a t u s Sa m p le s f r o m F e n t o n r e a c t i o n s w e r e c e n t r i fi i g e d t he n fi l t e r e d i n a s im i l a r
m a n n e r p ri o r t o d i lu t i o n f o r H P L C a n a l y s i s
A n a l y t i c a l M e t h o d s
T h e a m i n o a n t i p y r i n e (A A P ) p h e n o l t e s t (d i r e c t p ho t o m e t ri c m e t h o d ) d e s c r i b e d i n St a n d a r d
M e t h o d s ( 19 9 2 ) w a s u s e d t o q u a n t i fy r e s i d u a l p h e n o l i n s o m e e x p e ri m e n t s T h e m e t h o d o f
s t a n d a r d a d d it i o n s w a s a l s o e m p l o y e d t o d e t e r m i n e i f t h e w a s t e w a t e r m a t ri x w o u l d h a v e
a n y e f fe c t o n t h e a m in o a n t i p y ri n e t e s t I n o r d e r t o a c c o m p l i s h t h i s t a s k , t h e A A P t e s t w a s
r u n o n a s e ri e s o f s t a n d a r d s p r e p a r e d w i t h d i s t i l l e d w a t e r a n d pu r e p h e n o l T h e
a b s o r b a n c e v a l u e s (a t 50 0 n m ) o f t h e s t a n d a r d s w e r e c o m p a r e d w i t h t h o s e o f a s e ri e s o f
d i l u t e d w a s t e w a t e r s a m p l e s sp i k e d w i t h k n o w n a m o u n t s o f p h e n o l F i g u r e 8 s h o w s th a t
p l o t s o f m e a s u r e d p h e n o l c o n c e n t r a t i o n i n s a m p l e s w i t h k n o w n a m o u n t s o f p h e n o l a d d e d
t o c l e a n (D D I ) a n d w a s t e w a t e r a r e v i rt u a ll y p a r a l l e l , i n d i c a t i n g n o s i g n i fi c a n t m a t r i x
e f f e c t s i n t h e w a s t e w a t e r T h e r e f o r e , o t h e r r aw w a s t ew a t e r c o m p o n e n t s d o n o t i n t e r f e r e
w it h t h e A A P p h e n o l t e s t (a s l o n g a s t he w a s t e w a t e r i s di l u t e d )
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P h e n o l a d d e d t o s a m p l e , m g/ L
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F i g u r e 8 . T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e r i m e a s u r e d p h e n o l c o n c e n t r a t i o n a n d p h e n o l a d d e d t o c l e a n
(D D I ) w a t e r a n d d il u t e d w a s t e w a t e r . T h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e t w o li n e s i s t h e a m o u n t o f
p h e n o l p r e s e n t i n t h e w a s t e w a t e r .
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a n a ly t i c a l c o l u m n A Sp e c t r o fl o w 7 5 7 A b s o r b a n c e D e t e c t o r w a s u s e d t o m o n i t o r t h e
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c o u p l in g o f A A P t o t h e p h e n o x y r a d i c a l , f o r m i n g a c o lo r e d p r o d u c t . T h e fo r m a t i o n o f t h e
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r a n g e o f l in e a r c h a n g e s i n a b s o r b a n c e f r o m w hi c h t o e s t im a t e a n in i t i a l r a t e f o r c o l o r e d
p r o d u c t f o r m a t i o n T h e r e f o r e , r a t e s w e r e d e t e m i n e d a t s e l e c t e d t im e i n t e r v a l s a ft e r
hy d r o g e n p e r o x i d e a d d i t i o n t o t h e a s s a y f o r c o m p a r i s o n p u r p o s e s
I n c u b a t i o n m i x t u r e s w e r e p r e p a r e d w i t h 5 d i f fe r e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s in t h e p r e s e n c e
o f t h e e n z y m e ( 10 0 t o 5 0 0 m M p he n o l ) , a n d t he e n z y m e - p h e n o l m ix t u r e w a s t e s t e d f o r
r e s id u a l e n z y m e a c t iv i t y a ft e r 1, 3 , a n d 6 h o u r s i n c u b a t i o n t im e B l a n k s w e r e i n c u b a t e d
w i t h o u t p h e n o l T he r e s u l t s (s e e T a b l e 6 ) i n d i c a t e d t h a t t he r e w a s a s i g n i f i c a n t d i f e r e n c e
i n e n z y m e i n a c t i v a t i o n b e t w e e n 3 0 0 a n d 4 0 0 mM p h e n o l I n o t h e r w o r d s , p h e n o l p r o b a b l y
b e g a n t o i n hi b i t o r i n a c t iv a t e t h e e n z y m e s o m e w h e r e b e t w e e n 3 0 0 a n d 4 0 0 mM o v e r t h e
i n c u b a t i o n t im e s u s e d i n t hi s e x p e r im e n t Si n c e t h e p h e n o l c o n c e n t r a t i o n in t h e
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E n z y m e a n d p o ly e th y l e n e g l y c o l c o s t s a r e b a s e d o n a w a s t e w a te r d i l u t i o n o f 10 : 1 a n d s em i
- b a t c h r e a c t o r
H y d r o g e n p e r o x i d e d o se s a r e p e r o x i d e
-
p h e n o l m o l a r r a ti o s b a s e d o n t h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n o f p h e n o l
i n th e w a s t e w a t e r P e r o x i d e c o s t i s u n i t c o st o f 7 0 % p e r o x i d e s o l u t i o n
I t i s im p o r t a n t t o n o t e t h a t
'
o p t im u m c o n d i t i o n s
' f o r e a c h p r o c e s s a r e d e f i n e d a s t h o s e
w hi c h p r o v i d e d o n t h e o r d e r o f 9 0 % o r m o r e ph e n o l r e m o v a l I f h i g h e r r e m o v a l i s
r e qu i r e d , i t i s li k e l y t h a t a s e c o n d s t a g e (f o ll o w i n g r e m o v a l o f p r e c i p i t a t e fr o m t h e fi r s t
s t a g e ) w o u l d b e r e q u i r e d fo r t he e n z y m a t i c p r o c e s s , a n d t ha t h i g h e r p e r o x i d e d o s a g e s
w o u l d b e r e q u i r e d fo r t h e F e n t o n r e a c t i o n B o t h o f t h e s e r e q u i r e m e n t s w o u l d a d d
c o n s i d e r a b ly t o t h e e s t im a t e d c o st s
A s c a n b e s e e n i n t h e T a b l e
,
e n z y m a t i c o x i d a t i o n w o u l d c o s t a b o u t 1 0 t im e s t h a t o f t h e
F e n t o n r e a c t i o n H o w e v e r
,
t he c o s t e s t im a t e f o r e n z y m a t i c t r e a t m e n t a s s u m e s t h a t t h e
w a s t e w a t e r w i l l b e d i l u t e d 10 : 1 I f e n z y m a t i c r e a c t i o n c o n d it i o n s w e r e o p t im i z e d s u c h
t h a t t h e n e e d t o d i l u t e t h e w a s t e w a t e r w e r e e l im i n a t e d (i e a l o w e r e n z y m e d o s e w e r e
n e e d e d ) , t h e c o s t s f o r t h e t w o t r e a t m e n t o p t i o n s c o u l d b e m o r e c o m p a r a b l e
SU M MA R Y & C O N C L U SI O N S
T h e w a s t e w a t e r d i s t i l la t e u s e d i n t h i s s t u d y h a d a l o w bu f e r i n t e n s i t y , a n d a l k a l i n e
c h e m i c a l a d d it i o n w a s n e c e s s a r y t o m a i n t a i n a p H o f 6 o r 7 w h e n u s i n g C MP t o o x i d i z e
t h e w a s t e Se v e r a l p o s s ib l e m e t h o d s o f e n z y m e i n a c t i v a t i o n w e r e i n v e s t i g a t e d p r i o r t o
a t t e m p t i n g t o t r e a t t h e w a s t e w a t e r F r o m th e s e i n a c t i v a t i o n s t u d i e s i t w a s di s c o v e r e d th a t
p h e n o l b e g i n s t o a f e c t CM P c a t a l y t i c a c t i v i t y a t a c o n c e n t r a t i o n b e t w e e n 3 0 0 a n d 4 0 0
m M T h e r e f o r e
,
t h e w a s t e w a t e r (- 6 0 0 m M p h e n o l ) m u s t b e d i lu t e d a t l e a s t 2 ; 1 b e f o r e
a t t e m p t i n g t o u s e a n e n z y m a t i c t r e a t m e n t p r o c e s s CM P i n a c t i v a t i o n by hy d r o g e n
p e r o x i d e w a s a s e c o n d o r d e r pr o c e s s o v e r a l l (fi r s t o r d e r i n b o t h e n z y m e a n d h y d r o g e n
p e r o x i d e ) F o r m a l d e h y d e i n t he w a s t e w a t e r m a t r i x h a d n o e f e c t o n t h e e n z ym e i t s el f o r
o n t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n I t ha s n o t b e e n d e t e r m i n e d w h e th e r o r n o t f o r m a l d e h y d e i s
o x i d i z e d i n t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n
St u d i e s o f C M P p r o p e r t i e s a n d r e a c t i o n s t o i c hi o m e t r y r e v e a l e d t h a t d i lu t e d s o l u t i o n s
( 1/ 2 0 , 0 0 0 o f s t o c k ) o f CM P w e r e s t a b l e a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r a t l e a s t 2 4 h o u r s ,
r e g a r d l e s s o f t h e i n c u b a t i o n pH M a x im u m c a t a l y t i c a c t iv i t y (a s d e fi n e d b y t h e A B T S
a s s a y ) o f C M P o c c u r r e d a t p H 6 Fu r t he rm o r e , t h e a m o u n t o f o x i d i z a b le p r o d u c t s f o r m e d
fi - o m e n z y m a t i c r e a c t i o n s w it h p h e n o l i n c r e a s e d w i t h i n c r e a s in g hy d r o g e n p e r o x i d e
c o n c e n t r a t i o n S e c o n d a r y a n d t e r t i a r y r e a c t i o n s i n v o lv i n g e n z y m e - c a t a ly z e d o x i d a t i o n o f
c o u p l i n g p r o d u c t s a p p e a r e d t o i n c r e a s e i n s i g n i fi c a n c e a s p e r o x i d e d o s e i n c r e a s e d
T h r e e r e a c t o r c o n fi gu r a t i o n s (b a t c h , s e m i - b a t c h , a n d c o n t i n u o u s fl o w ) w e r e s t u d i e d , a l o n g
w it h i n a c t iv a t i o n - s u p p r e s s in g a d d it i v e s , i n a t t e m p t s t o m a x im i z e p he n o l r e m o v a l fi
-
o m t h e
w a s t e w a t e r d i s t i l l a t e B a t c h r e a c t o r s w e r e i n e f e c t i v e i n r e m o v i n g p h e n o l u s i n g C M P
Se m i - b a t c h a n d c o n t i n u o u s fl o w e x p e r i m e n t s r e v e a l e d t h a t p o l y e t hy l e n e g l y c o l ( 1 0 0 0 o r
8 0 0 0 m o l e c u l a r w e i g h t ) a n d p o r c in e g e l a t in (6 0 o r 3 0 0 b l o o m ) w e r e e f e c t iv e i n
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s u p p r e s s in g s o r p t i v e e n z y m e i n a c t i v a t i o n P E G (8 0 0 0 M W) a p p e a r e d t o b e t h e m o s t
e f f e c t i v e a t r e d u c i n g e n z y m e a d h e r e n c e t o p o l ym e r i z e d p h e n o l r e a c t i o n p r o d u c t s A P E G
d o s e o f 2 g /L w a s s u fi c i e n t t o r e d u c e t hi s t y p e o f a c t i v i t y l o s s A n e n z y m e c o n c e n t r a t i o n
b e t w e e n 1/ 1 0 0 a n d 1/ 2 0 0 (s t o c k d i lu t i o n ) c o mb i n e d w i t h a p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o o f
2 : 1
,
a n d a 2 g/ L P EG d o s e (b u f f e r e d a t p H 6 ) i n a s e m i - b a t c h r e a c t o r a c h i e v e d g r e a t e r
t h a n 8 0 % r e m o v a l o f p h e n o l f r o m s o l u t i o n (o r i gi n a l p h e n o l c o n c e n t r a t i o n - 6 0 m M )
CF ST R r e a c t o r s a c hi e v e d r e la t i v e l y l o w ph e n o l r e m o v a l a s s t e a d y s t a t e c o n d it i o n s
a p p r o a c h e d . W i t ho u t a d d i t iv e s (PE G ) l e s s t h a n 2 0% r e m o v a l o f i n f lu e n t p h e n o l w a s
a t t a i n e d T h i s p o o r r e m o v a l w a s n o t c a u s e d by a c o m p o n e n t i n t h e w a s t e w a t e r t h a t
in h i b i t e d t h e e n z y m e ; CF S T R r e a c t i o n s w i t h s y n t h e t i c p h e n o l s o l u t i o n s p r o d u c e d t h e
s a m e l o w r e m o v a l a t s t e a d y s t at e C h a n g i n g p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o s ( 1 : 1 o r 2 : 1 ) ,
r e s i d e n c e t im e , a n d e n z y m e c o n c e n t r a t i o n (a l l > 1 / 10 0 ) di d n o t a l l e v i a t e t hi s p r o b l e m
A d d i n g P E G a p p a r e n t l y s u p p r e s s e d i n a c t iv a t i o n s o m e w h a t , b u t t he c u m u l a t i v e m a s s o f
p h e n o l r e m o v e d a t s t e a d y st a t e s t i l l o n l y i n c r e a s e d t o a b o u t 1 g r a m (a p p r o x im a t e l y 1% o f
t h e c u m u l a t i v e m a s s o f p h e n o l a d d e d ) .
E v e n i n t h e p r e s e n c e o f p o ly e t hy l e n e g ly c o l a n d w i t h o t h e r r e a c t i o n c o n d it i o n s h e l d
c o n s t a n t , t h e s e m i - b a t c h r e a c t o r s o u t p e r f o r m e d t he C F S T R s T h e a c c u m u l a t e d p e r o x i d e
c o n c e n t r a t i o n in t h e c o n t in u o u s fl o w r e a c t o r s m a y h a v e c a u s e d t h e e n z ym e t o l o s e it s
a c t i v i t y A l t h o u g h t h e H 2 0 2
-
p h e n o l m o l a r r a t i o w a s 1 : 1 o r 2 : 1 i n b o t h s e m i - b a t c h a n d
c o n t i n o u s fl o w r e a c t i o n s , t h e p e r o x i d e i n t h e C F ST R s w a s c o n t i n u o u s l y a d d e d i n t hi s
a m o u n t T h e 2 : 1 r a t i o w a s g r a d u a l l y a c hi e v e d i n t h e s e m i - b a t c h r e a c t i o n s b e c a u s e t h e
r a t i o w a s b a s e d o n t h e fi n a l r e a c t o r v o lu m e P e r h a p s l o w e r i n g t h e p e r o x i d e f e e d
c o n c e n t r a t i o n w o u l d im p r o v e C F ST R r e a c t o r p e r f o r m a n c e A n o t h e r r e a s o n f o r b e t t e r
s e m i - b a t c h r e a c t o r p e r f o r m a n c e m ig h t b e t ha t t h e e n z y m e m o l e c u l e s t h a t s o r b t o t h e
p o l y m e ri z e d p h e n o l m a y r e t a i n a c t i v it y ; t h i s
' imm o b i l i z e d ' e n z y m e m a y s t i l l b e a v a i la b l e
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t o e n z y m e l o s s a s s o c i a t e d w i t h p a r t i c u l a t e s t h a t a r e r e m o v e d f r o m t h e r e a c t o r i n t h e
e f f l u e n t
T h e F e n t o n r e a c t i o n (h y d r o g e n p e r o x i d e p l u s f e r r o u s i r o n ) i s a b l e t o a c hi e v e m o r e t h a n
9 0% r e m o v a l o f p h e n o l (o r i g i n a l c o n c e n t r a t i o n 3 0 0 m M ) w h e n a f e r r o u s s u l f a t e d o s e o f
1 0 0 m g/ L a n d a h y d r o g e n p e r o x i d e - p h e n o l m o l a r r a t i o o f 5 : 1 i s u s e d T hi s r e a c t i o n c a n b e
r u n i n a s e m i - b a t c h m o d e a n d m o s t o f t h e r e m o v a l o c c u r s w i t h i n 3 0 m in u t e s V a r i o u s
r e a c t i o n p r o d u c t s a r e p r o d u c e d i n t h e F e n t o n r e a c t i o n a n d t h e s e a r e q u a l i t a t iv e ly d i f f e r e n t
f r o m t h e p r o d u c t s f o r m e d du r i n g e n z y m a t i c o x i d a t i o n A F e n t o n r e a c t i o n f o l l o w e d by
e n z y m a t i c p o l i s hi n g t o r e m o v e lo w l e v e l s o f r e m a i n i n g p h e n o l d i d n o t a p p e a r t o b e a
v i a b l e t r e a t m e n t m e t h o d
T h e c o s t (c h e m i c a l s o n ly ) o f t r e a t i n g t h e w a s t e w a t e r w i t h a n e n z y m a t i c o x i d a t i o n p r o c e s s
w o u l d b e a p p r o x im a t e l y $ 6 0 0 0 p e r 1 0 0 0 g a l l o n s , w hi c h i s 1 0 t im e s t h e p r e d i c t e d c o s t o f
u s in g t h e F e n t o n r e a c t i o n C o s t s f o r e n z y m a t i c t r e a t m e n t c a n p o s s i b l y b e l o w e r e d by
fu r t h e r o p t im i z i n g t h e r e a c t i o n c o n d i t i o n s T h e c o s t s a r e b a s e d o n c h e m i c a l r e q u i r e m e n t s
f r o m e x p e r im e n t s t h a t o b t a i n e d g r e a t e r t h a n 9 0 % r e m o v a l o f p h e n o l I f h i g h e r r e m o v a l i s
d e s i r e d
,
t h e c o s t s o f b o t h p r o c e s s e s w o u l d s u b s t a n t i a l l y i n c r e a s e
R e c o m m e n d a t i o n s
C o n t i n u o u s r e a c t o r s u s e d i n t h i s s t u dy a c h i e v e d l i t t l e p h e n o l r e m o v a l CF ST R r e a c t o r
d e v e l o p m e n t s h o u l d b e i n v e s t i g a t e d in o r d e r t o m a x im i z e p h e n o l r e m o v a l w h i l e
m i n i m i z i n g e n z y m e in a c t iv a t i o n a n d c o n s u m p t i o n P a r t i c u l a r e m p h a s i s s h o u l d b e p l a c e d
o n t h e i n v e s t i g a t i o n o f e f f e c t s o f hy d r o g e n p e r o x i d e f e e d r a t e O p t im i z i n g t h e p e r o x i d e
f e e d r a t e s ho u l d a l s o b e i n v e s t i g a t e d f o r s e m i - b a t c h r e a c t i o n s F u r t h e r s t u d i e s t o
d e t e r m i n e t h e o p t i m u m p o l y e t h y l e n e g l y c o l d o s e o r s o m e o t h e r a lt e r n a t i v e t o m i n im i z e
s o r p t i o n t o r e a c t i o n p r o d u c t s s h o u l d a l s o p e r f o r m e d
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d e t e r m i n e t h e o p t im u m p o l y e t h y l e n e g ly c o l d o s e o r s o m e o t h e r a lt e r n a t i v e t o m i n im i z e
s o r p t i o n t o r e a c t i o n p r o d u c t s s h o u ld a l s o p e r f o r m e d
T hi s s t u d y c o n f i r m e d t h a t f o r m a l d e h y d e in t h e r a n g e o f 2 0 0 t o 1 0 , 0 0 0 m g /L h a d n o e f fe c t
o n t h e e n z y m a t i c o x i d a t i o n o f l o w l e v e l s o f p h e n o l M o r e r e s e a r c h s h o u l d b e p e r f o rm e d
t o i n v e s t i g at e t h e p o s s i b i l it y o f hy d r o g e n p e r o x i d e c o n s u mp t i o n by f o r m a l d e h y d e o r o t h e r
o x i d iz a b l e w a s t e c o n s t i t u e n t s d u r i n g t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n
T h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f e n z y m a t i c r e a c t i o n p r o du c t s a n d t h e i r s u b s e q u e n t r e m o v a l , a s w e l l
a s t h e e f f e c t o f e n z y m e , s u b s t r a t e , a n d hy d r o g e n p e r o x i d e c o n c e n t r a t i o n o n t h e
di s t r ib u t i o n o f r e a c t i o n p r o d u c t s s h o u l d b e s t u d i e d R e a c t i o n p r o d u c t s f r o m t h e F e n t o n
r e a c t i o n s h o u l d a l s o b e d e t e r m i n e d F i n a l l y , t h e f e a s ib i l i t y o f u s i n g im m o bi li z e d C MP i n
t r e a t in g t h e w a s t e w a t e r s h o u l d b e s t u d i e d
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A c o s t a , M , A m a o , M B , de l R i o , J A , a n d G a r c i a - C a n o v a s , F ( 19 8 9 )
" K i n e t i c
c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e in a c t i v a t i o n p r o c e s s o f t w o p e r o x i d a s e i s o e n z y m e s in t h e o x i d a t i o n
o f i n d o l y l - 3 - a c e t i c a c i d
"
,
B i o c him i c a e t B i o p hy s i c a A c t a , 9 9 6 : 7 - 12
A i t k e n
,
M D ( 19 8 8 ) , St u d i e s o n t he E x t r a c e l l u l a r P e r o x i d a s e Sy s t e m o f t h e Wh i t e - R o t
F u n g u s P h a n e r o c h a e t e c h r y s o s p o r i u m . D o c t o r a l D i s s e r t a t i o n s u b m i t t e d t o t h e U n i v e r s i t y
o f N o t r e D a m e
,
J u l y 1 9 8 8 .
A i t k e n
,
M D ( 19 9 3 )
" W a s t e t r e a t m e n t a p p Hc a t i o n s o f e n z y m e s : o p p o r t u n i t i e s a n d
o b s t a c l e s "
,
T h e Ch e m i c a l E n g i n e e r i n g J o u r n a l , 5 2 : B 4 9 - B 5 8




a n d I r v i n e
,
R L ( 19 8 9 )
" St a bi l i t y T e s t i n g o f L i g n i n a s e a n d M n - P e r o x i d a s e
f r o m P ha n e r o c h a e t e c h r y s o s p o r i u m
"
,
B i o t e c h n o l o g y a n d B i o e n g i n e e r i n g , 34 : 12 5 1-
12 6 0 .




M a s s e y , I J , Ch e n , T , a n d H e c k , P E ( 19 9 4 )
" C h a r a c t e r i z a t i o n o f
R e a c t i o n P r o d u c t s f r o m t h e E n z y m e C a t a l y z e d O x id a t i o n o f P h e n o l i c P o l l u t a n t s
"
,
W a t e r
R e s e a r c h , 2 8 : 1 8 7 9 - 1 8 8 9








a n d I r v in e
,
R L ( 19 89 )
" O x i d a t i o n o f P h e n o Uc P o l lu t a n t s
b y a L i g n i n D e g r a d i n g E n z y m e f r o m t h e Whi t e - R o t F u n g u s P h a n e r o c h a e t e
c h r y s o sp o r i u m
"
.
W a t e r R e s e a r c h
,
2 3 (4 ) : 4 4 3 - 4 5 0
A l - H a y e k , N , a n d D o r e , M ( 19 9 0 )
" O x i d a t i o n o f P h e n o l s i n W a t e r b y H y d r o g e n
P e r o x i d e o n A l u m i n e Su p p o r t e d I r o n
"
,
W a t e r R e s e a r c h
,
2 4 ( 8 ) : 9 7 3 - 9 8 2




H s u a n y u , Y , W e l in d e r , K G , Sc h n e i d e r , P , a n d D u n f o r d , H B ( 19 9 1 a )
" K i n e t i c s a n d E q u i l i br ia o f C y a n i d e B in d i n g t o C o p r i n n s c i n e r e u s P e r o x i d a s e
" A c t a
C h e m i c a Sc a n d i n a v i c a
,
4 5 : 2 0 6 - 2 1 1
A n d e r s e n , M B , H s u a n y u , Y , W e l i n d e r , K G , Sc h n e id e r , P , a n d D u n f o r d , H B ( 19 9 1b )
" S p e c t r a l a n d K i n e t i c P r o p e r t ie s f o r O x i di z e d I n t e r m e d i a t e s o f C o p r i n u s c i n e r e u s
P e r o x i d a s e "
,
A c t a Ch e m i c a Sc a n d i n a v i c a
,
4 5 : 10 8 0 - 10 8 6




d e l R i o
,
J A
, G a r c i a - C a n o v a s , F ( 19 9 0 )
"
I n a c t i v a t i o n o f p e r o x i d a s e b y
hy d r o g e n p e r o x i d e a n d i t s p r o t e c t i o n b y a r e d u c t a n t a g e n t
"
,
B i o c him i c a e t B i o p h y s i c a
A c t a , 1 0 3 8 : 8 5 - 8 9
A t l o w , S C , B o n a d o n n a - A p a r o , L , a n d K l i b a n o v , A M ( 19 8 4 )
" D e p h e n o l iz a t i o n o f
I n d u s t ri a l W a s t e w a t e r s C a t a l y z e d b y P o ly p h e n o l O x id a s e
"
,
B io t e c h n o lo g y a n d
B i o e n g i n e e ri n g , 2 6 : 5 9 9 - 6 0 3
7 6
B a u n s g a a r d , L , D a l b o g e , H , H o u e n , G , R a s m u s s e n , E M , a n d W e l in d e r , K G ( 19 9 3 )
" A m in o a c i d s e q u e n c e o f C o p h n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i d a s e a n d c D N A s e q u e n c e e n c o di n g
C o p r i n u s c i n e r e u s p e r o x i d a s e A n e w f a m i ly o f fu n g a l p e r o x i d a s e s
"
,
E u r o p e a n J o u r n a l o f
B i o c h e m i s t r y , 2 1 3 : 6 0 5 - 6 1 1
B e lt r a m e , P , B e l t r a m e , P L , C a m it i , P , a n d P i t e a , D ( 19 80 ) " K in e t i c s o f p h e n o l
d e g r a d a t i o n b y a c t i v a t e d s lu d g e i n a c o n t i n u o u s - s t ir r e d r e a c t o r
"
, Jo u r n a l W a t e r P o l lu t i o n
C o n t r o l F e d e r a t i o n
,
5 2 ( 1) : 1 2 6 - 1 3 2 .
B o l l a g , J M ( 19 7 7 )
" P o l ym e r iz a t i o n o f p h e n o li c i n t e r m e di a t e s o f p e s t i c i d e s by fu n g a l
e n z y m e
"
,
E x p e r i e n t i a , 3 3 : 156 4
- 1 5 6 6
B o l l a g , J M ( 19 8 8 )
"
L a c c a s e - M e d i a t e d D e t o x if i c a t i o n o f P h e n o l i c C o m p o u n d s
"
, A p p l i e d
a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y , 5 4 ( 12 ) : 3 0 8 6 - 3 0 9 1
B o l l a g , J M ( 1 9 9 2 )
" D e c o n t a m in a t i n g S o i l w i t h E n z y m e s
"
,
E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e a n d
T e c h n o l o g y , 2 6 ( 10 ) : 1 8 7 6 - 1 8 8 1
B o o k o f L i s t s f o r R e gu l at e d H a z a r d o u s Su b s t a n c e s ( 19 9 3 ) , E d it o r i a l St a f f , G o v e r n m e n t
I n s t i t u t e s , I n c , R o c k v il l e , M D




a n d Sa u n d e r s
,
B C ( 19 5 6 )
" St u d i e s i n P e r o x i d a s e A c t i o n P a r t X T h e
O x i d a t i n o f P h e n o l s "
,
J C h e m So c
,
9 4 0 - 9 4 8








a n d I r v i n e
,
R L ( 19 9 2 )
"
T r e a t m e n t o f a h ig h - s t r e n gt h m i x e d
p h e n o Hc w a s t e i n a n SB R
"
,
W a t e r E n v i r o n m e n t R e s e a r c h , 6 4 ( 2 ): 1 2 8 - 1 3 3
B r o w n
,
B R ( 19 6 7 )




O x i d a t i v e C o u p l in g o f P h e n o l s . W I T a y l o r a n d A R B a t t e r s by , e d s . M a r c e l D e k k e r ,
N e w Y o r k
B u m s , R G ( 19 7 8 ) So i l E n z y m e s . A c a d e m i c P r e s s , L o n d o n
Ch a n c e , B , P o w e r s , L , C h i n g , Y , P o u l o s , T , Sc h o n b a u m , G R , Y a m a z a k i , I , a n d P a u l,
K G ( 1 9 84 )
"
X - R a y A b s o r p t i o n St u d i e s o f I n t e r m e d i a t e s i n P e r o x i d a s e A c t i v i t y
"
,
A r c hi v e s o f B i o c h e m i s t r y a n d B i o p hy s i c s , 2 3 5 ( 2 ) : 5 9 6 - 6 1 1
Ch o w d h u r y , A K , a n d R o s s , L W ( 19 7 5 )
"
C a t a l y t i c W e t O x i d a t i o n o f St r o n g W a s t e
W a t e r s "
,
A I Ch E Sym p o s i u m Se r i e s , 7 1 ( 15 1) : 4 6 - 5 8
C o s g r o v e , S L , a n d Wa t e r s , W A ( 19 5 1 )
"
T he O x i d a t i o n o f P he n o l s w i t h t h e F r e e
H y d r o x y l R a d i c a l
"
, J C h e m So c , 1 7 2 6 - 1 7 30
7 7




B ri g n a c , Jr , P J , A r c e n e a u x , D , a n d P a t e l , V ( 19 7 3 )
" T h e O x i d a t i o n o f
P h e n o l a n d I t s R e a c t i o n P r o du c t b y H o r s e r a d i s h P e r o x i d a s e a n d H y d r o g e n P e r o x i d e
"
,
A r c hi v e s o f B i o c h e m i s t r y a n d B i o p hy s i c s , 1 5 6 : 7 59 - 7 6 3




a n d B u m s
,
R G ( 19 9 0 )
" D e c o l o r i z a t i o n o f p h e n o Hc e f l u e n t s b y s o lu b l e a n d
im m o b il i z e d p h e n o l o x i d a s e s
"
.
A pp l i e d M i c r o b i o lo g y a n d B i o t e c hn o l o gy , 3 2 : 7 2 1 - 7 2 6




a n d O r t i z d e M o n t e l l a n o
,
P R ( 19 8 9 )
" Su b s t r a t e O x i d a t i o n b y t h e H e m e
E d g e o f F u n g a l P e r o x i d a s e s R e a c t i o n o f C o p r in u s m a c r o r h i z u s P e r o x i d a s e w i t h
H y d r a z i n e s a n d S o d i u m A z i d e
"
,
B i o c h e m i s t r y , 2 8 : 7 9 4 7 - 7 9 52
D u f y , J ( 1 9 94 ) T h e O c c i d e n t a l Ch e m i c a l C o r p o r a t i o n , G r a n d I s l a n d , N e w Y o r k
P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n
D u g a d , L B , a n d G o f
"
,
H M ( 19 9 2 )
"
P r o t o n n u c l e a r O v e r h a u s e r e f e c t o f t h e h e m e a c t i v e
s i t e s t r u c t u r e o f C o p r i n u s m a c r o r h i z u s p e r o x i d a s e
"
,
B i o c him i c a e t B i o p h y s i c a A c t a , 1 12 2 :
6 3 - 6 9
D u n f o r d
,
H B ( 19 8 2 )
"
P e r o x i d a s e s "
,
A d v a n c e s i n B io c h e m i s t r y , 4 : 4 1 - 6 4 .
E i s e n h a u e r
,
H R ( 19 6 4 )
" O x i d a t i o n o f P he n o l i c W a s t e s w i t h H y d r o g e n P e r o x i d e a n d a
F e r r o u s S a h R e a g e n t
"
,
J W a t e r P o l lu t i o n C o n t r o l F e d e r a t i o n
,
3 9 (9 ) : 1 1 16 - 2 8
E v e r s e
,
J , E v e r s e , R E , a n d G r i s h a m , M B , e d s ( 19 9 1 ) P e r o x i d a s e s i n Ch e m i s t r y a n d
B i o lo gy . V o l I I , CR C P r e s s
"
E x t r a c t io n o f Ch e m i c a l P o l l u t a n t s f r o m I n du s t r i a l W a s t e w a t e r s w it h V o l a t i l e So l v e n t s "
,
E P A - 6 0 0 / 2 - 7 6 - 2 2 0 , D e c e m b e r 1 9 7 6 , 7 3
F i e s s i n g e r , F , M a l o n e y , S W , M a n e m , J , a n d M a ll e v ia l l e , J ( 1 9 8 4 )
" P o t e n t i a l U s e o f
E n z y m e s a s C a t a ly s t s i n D r i n k i n g W a t e r f o r t h e O x i d a t i o n o f T a s t e C a u s i n g Su b s t a n c e s
"
,
A q u a , 2 : 1 16 - 1 18
G a l l a t i
,
V H . ( 19 7 7 )
"
A k t i v it a t s b e s t im m u n g v o n P e r o x i d a s e m i t H i l f e d e s
'
T r i n d e r -
R e a g e n s
"
,
J C l i n C h e m C l i n B i o c h e m
,
1 5 : 6 6 9 - 7 0 3
G e o r g e , P ( 19 5 2 )
"
T h e T h i r d I n t e r m e d i a t e C o m p o u n d o f H o r s e r a di s h P e r o x i d a s e a n d
H y d r o g e n P e r o x i d e
"
,
J B io l C he m
,
2 0 1 : 4 2 7 - 4 3 4
G l a s e r
,
J A ( 19 8 9 )
"
E n z y m e Sy s t e m s a n d R e l a t e d R e a c t i v e S p e c i e s
"
,
i n St a n d a r d
H a n d b o o k o f H a z a r d o u s W a s t e T r e a t m e n t a n d D i s p o s a l . H M F r e e m a n e d , M c G r a w -
H i l l
,
N e w Y o r k




I I I ( 19 7 8 )
" T o x i c O r g a n i c Ch e m i c a l s D e s t r u c t i o n a n d W a s t e
T r e a t m e n t
"
,
N o y e s D a t a C o r p o r a t i o n , P a r k R i d g e , N J , 2 4 3 - 2 4 9
7 8
H a m m e l, K E , a n d T a r d o n e , P J . ( 1 9 8 8 )
"
T h e O x i d a t i v e 4 - D e c hl o r i n a t i o n o f
P o l y c h l o ri n a t e d P h e n o l s i s C a t a ly z e d b y E x t r a c e ll u l a r F u n g a l L ig n i n P e r o x i d a s e s
"
,
B i o c h e m i s t r y , 2 7 : 6 5 6 3 - 6 5 6 8
J o s e p h y , P D , E l i n g , T , a n d M a s o n , R P ( 19 8 2 )
"
T h e H o r s e r a di s h P e r o x i d a s e - c a t a l y z e d





- T e t r a m e t hy l b e n z i d i n e F r e e R a d ic a l a n d C h a r g e - T r a n s f e r C o mp l e x
I n t e r m e d ia t e s " , T h e J o u r n a l o f B i o l o g i c a l Ch e m i s t r y , 2 5 7 ( 7 ) , 3 6 6 9 - 3 6 7 5
K e a t i n g , E J , B r o w n , R A . , a n d G r e e n b e r g , E S ( 19 7 8 )
"
P h e n o li c Pr o b l e m s So lv e d w it h
H y d r o g e n P e r o x i d e O x i d a t i o n
"
,
I n d u s t r i a l W a s t e w a t e r E n g i n e e r i n g , 1 5 (7 ) : 2 2 - 2 7
K j a l k e , M , A n d e r s e n , M B , Sc hn e id e r , P , C h r i s t e n s e n , B , Sc h u l e i n , M , a n d W e h n d e r ,
K G ( 19 9 2 )
" C o m p a r i s o n o f s t r u c t u r e a n d a c t i v it i e s o f p e r o x i d a s e s f r o m C op r in u s
c i n e r e u s , C o p r i n u s m a c r o r h i z u s a n d A r t h r o m y c e s r a m o s u s
"
,
B i o c h im i c a e t B i o p hy s i c a
A c t a , 1 1 2 0 : 2 4 8 - 2 5 6












a n d F e l s hi n
,
L M ( 19 8 0 )
" E n z y m a t i c
r e m o v a l o f t o x i c p h e n o l s a n d a n il i n e s fr o m w a s t e w a t e r
"
, J A p p l B i o c h e m , 2 : 4 14 - 4 2 1




a n d M o r r i s
,
E D ( 19 8 1)
" H o r s e r a d i s h p e r o x i d a s e fo r t h e r e m o v a l f o r
c a r c in o g e n i c a r o m a t i c a m i n e s f r o m w a t e r
"
.
E n z y m e a n d M i c r o b i a l T e c h n o lo g y , 3 : 1 1 9 -
12 2
K l i b a n o v , A M , T u , T - M , a n d Sc o t t , K P ( 19 8 3 )
"
P e r o x i d a s e - C a t a l y z e d R e m o v a l o f
P h e n o l s f r o m C o a l - C o n v e r s i o n W a s t e W a t e r s " , S c i e n c e , 2 2 1 : 2 5 9 - 2 6 1
K o ba y a s hi , S , N a k a n o , M , K im u r a , T , a n d Sc h a a p , A P ( 19 8 7)
" O n th e M e c h a n i s m o f
t h e P e r o x i d a s e - C a t a l y z e d O x yg e n - T r a n s fe r R e a c t i o n
"
,
B i o c h e m i s t r y , 2 6 : 5 0 19 - 5 0 2 2
L a n o u e t t e
,
K H ( 19 77 )
" T r e a t m e n t o f p he n o l i c w a s t e s
"
,
C h e m i c a l E n g i n e e r i n g / D e s k b o o k
I s s u e
,
8 4 (2 2 ) 9 9 - 1 0 6
L ip Cz y n s k a - K o c h a n y , E ( 19 9 1 )
" N o v e l M e t ho d f o r a P h o t o c a t a l y t i c D e g r a d a t i o n o f 4 -
N i t r o p h e n o l in H o m o g e n e o u s A q u e o u s So l u t i o n
"
,
E n v ir o n m e n t a l T e c hn o l o g y , 1 2 : 8 7 - 9 2




R o d g e r s , K R , Ja b r o , M N , a n d G o f F, H M ( 19 8 9 )
" M a g n e t i c R e s o n a n c e
Sp e c t r a l Ch a r a c t e ri z a t i o n o f t h e H e m e A c t i v e Si t e o i C o p r i n u s c i n e r e u s P e r o x i d a s e
"
,
B i o c h e m i s t r y , 2 8 : 3 33 8 - 3 3 4 5
M a l o n e y , S W , M a n e m , J , M a ll e v i a l l e , J , a n d F l e s s i n g e r , F ( 19 86 )
"
T r a n s f o r m a t i o n o f
T r a c e O r g a n ic C o m p o u n d s i n D r i n k i n g W a t e r b y E n z y m a t i c O x i d a t i v e C o u p l i n g
"
,
E n v i r o r m i e n t a l Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y , 2 0 : 2 4 9 - 2 5 3
7 9
M a s s e y , I J ( 1 9 9 3 ) E ff e c t s o f E n z y m a t i c O x i d a t i o n o n t h e T o x i c it y a n d M u t a g e n i c i t y o f
P h e n o l i c P o l lu t a n t s
.
M a s t e r ' s T h e s i s s u b m it t e d t o t h e U n i v e r s it y o f N o r t h C a r o l i n a , C h a p e l
H i l l
,
N C
M o r i t a , Y , Y a m a s h i t a , H , M i k a m i , B , I w a m o t o , H . , A i b a r a , S , T e r a d a , M , a n d M i n a m i ,
J ( 1 9 8 8 )
"
P u r i fi c a t i o n , C r y s t a l l i z a t i o n , a n d C h a r a c t e r i z a t i o n o f P e r o x i d a s e f r o m C o p r i n u s
c i n e r e u s
"
, J B i o c h e m , V o l 1 0 3 , N o 4 : 6 9 3 - 6 9 9
M u s s o
,
H ( 19 6 7 )
"
P he n o l C o u p l i n g
"
,
i n O x i d a t i v e C o u p li n g o f P h e n o l s . W I T a y l o r a n d
A R B a t t e r s b y , e d s . M a r c e l D e k k e r I n c , N ew Y o r k
N a k aj im a , R . , a n d Y a m a z a k i , I ( 19 8 7 )
"
T h e M e c h a n i sm o f O x y p e r o x i d a s e F o r m a t i o n
f r o m F e r r y l P e r o x i d a s e a n d H y dr o g e n P e r o x i d e
"
,
T h e Jo u r n a l o f B i o c h e m i s t r y , 2 6 2 (6 ) :
2 5 7 6 - 2 5 8 1
N a k a m o t o , S , a n d M a c hi d a , N ( 19 9 2 )
"
P h e n o l R e m o v a l f r o m A q u e o u s So l u t i o n s by
P e r o x i d a s e - C a t a ly z e d R e a c t i o n U s i n g A d d it i v e s
"
,
W a t e r R e s e a r c h
,
1 : 4 9 - 5 4
N i c e l l
,
J A
, B e w t r a , J K , B i s w a s , N , a n d T a y l o r , E ( 19 9 3 )
" R e a c t o r D e v e l o p m e n t f o r
P e r o x i d a s e C a t a ly z e d P o l y m e r iz a t i o n a n d P r e c i p it a t i o n o f P h e n o l s f r o m W a s t e w a t e r
"
,
W a t e r R e s e a r c h
,
2 7 ( 1 1 ) : 1 6 2 9 - 1 6 3 9








T a y l o r , K E , B i s w a s , N , a n d St P i e r r e , C ( 19 9 2 )
"
E n z y m e
C a t a l y z e d P o l y m e r i z a t i o n a n d P r e c i p it a t i o n o f A r o m a t i c C o m p o u n d s f r o m W a s t e w a t e r
"
,
W a t e r Sc i e n c e T e c h n o l o g y , 2 5 (3 ) : 1 57 - 1 6 4
N o v o N o r d i s k ( 19 9 3 )
"
A p p li c a t io n o f N o v o z y m 5 0 2
"
, P r o d u c t l i t e r a t u r e
O c c i d e n t a l C h e m i c a l C o r p o r a t i o n (O x y C h e m ) ( 19 9 3 ) , C o m p a n y l it e r a t u r e .
P a i c e , M G , a n d Ju r a s e k , L ( 19 84 )
"
P e r o x i d a s e - C a t a ly z e d C o l o r R e m o v a l f r o m B l e a c h
P l a n t E fl u e n t
"
,
B i o t e c hn o l o g y a n d B i o e n g i n e e ri n g , 6 : 4 7 7 - 4 8 0
P a t t e r s o n , J W ( 19 8 5 ) I n d u s t r i a l W a s t e w a t e r T r e a t m e n t T e c h n o l o g y . 2 n d e d ,
B u t t e r w o r t h s
,
3 7 1 - 3 9 0
P a y n e , G F , Su n , W - Q , a n d So h r a b i , A ( 19 9 2 )
" T y r o s i n a s e R e a c t i o n / C h i t o s a n
A d s o r p t i o n f o r S e l e c t iv e ly R e m o v i n g P h e n o l s f r o m A q u e o u s M i x t u r e s
"
, B io t e c h n o l o g y
a n d B i o e n g in e e r i n g , 4 0 : 1 0 1 1 - 1 0 18
P u t t e r , J , a n d B e c k e r , R ( 19 8 3 )
" P e r o x i d a s e s
"
,
i n M e t h o d s o f E n z y m a t i c A n a l v s i s V o l 3 .
3 r d e d
,
H .W B e r gm e y e r , e d V e r l a g - C h e m i e , W e in h e im
8 0
R y u , K , M c E l d o o n , J P , P o k o r a , A R . , C y r u s , W , a n d D o r d i c k , J S ( 19 9 3 )
" N u m e r i c a l
a n d M o n t e C a r lo Sim u la t i o n s o f P he n o li c P o l y m e r i z a t i o n s C a t a ly z e d by P e r o x i d a s e
"
,
B i o t e c h n o l o g y a n d B io e n g in e e r i n g , 4 2 : 8 0 7 - 8 14
S a r r
,
D H ( 19 9 3 ) P e r o x i d a s e C a t a l y z e d O x i d a t i o n o f P e n t a c h l o r o p h e n o l . M a s t e r
'
s
T e c hn i c a l R e p o r t s u b m it t e d t o t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l in a , C h a p e l H i l l , N C




H o lm e s - Se i dl e
,
A G , a n d St a r k , B P ( 19 6 4 ) P e r o x i d a s e T h e P r o p e r t i e s
a n d U se s o f a V e r s a t i l e E n z y m e a n d So m e R e la t e d C a t a ly s t s B u t t e r w o r t h s , W a s h i n gt o n




a n d N e a l
,
R A ( 19 82 )
" H o r s e r a d i s h P e r o x i d a s e - M e d i a t e d O x i d a t i o n o f
P h e n o l "
,
B i o c he m i c a l a n d B i o p hy s i c a l C o mm u n i c a t i o n s , 1 0 9 (3 ) : 9 8 8 - 9 9 4
Sc hu m b , W C , Sa t t e r f i e l d , C N , a n d W e n t w o r t h , R L ( 19 5 5 )
"
H y d r o g e n P e r o x i d e
"
,
A C S M o n o g r a p h Se r i e s N o 12 8 , R e i n h o ld P u b l i s h i n g C o r p , N e w Y o r k
Sc o t t
,
A I ( 1 9 6 7 )
" So m e N a t u r a l P r o d u c t s D e r i v e d b y P he n o l O x i d a t i o n
"
,
i n O x i d a t i v e
C o u p l i n g o f P he n o l s , W I T a y l o r a n d A R B a t t e r sb y , e d s , M a r c e l D e kk e r , N e w Y o r k
Si d d i q u e , M H , St P i e r r e , C C , B i s w a s , N , B e w t r a , J K , a n d T a y l o r , K E ( 19 9 3 )
"
I m m o bi l i z e d E n z y m e C a t a l y z e d R e m o v a l o f 4 - C hl o r o p h e n o l f r o m A q u e o u s S o l u t i o n
"
,
W a t e r R e s e a r c h
,
2 7 ( 5 ) : 8 8 3 - 8 9 0
Sim s
,
A F E ( 19 8 1 )
" P h e n o l o x i d a t i o n w i t h hy d r o g e n p e r o x i d e
"
,
E f fl u e n t a n d W a t e r
T r e a t m e n t J o u r n a l , 2 1 (3 ): 1 0 9 - 1 12
G r e e n b e r g , A E , C l e s c e r i , L S , a n d E a t o n , A D , e d s , ( 1 9 9 2 ) St a n d a r d M e t h o d s f o r t h e
E x a m i n a t i o n o f W a t e r a n d W a s t e w a t e r . 1 8 t h e d , A m e r i c a n P u b l ic H e a l t h A s s o c i a t i o n ,
A m e ri c a n W a t e r W o r k s A s s o c ia t i o n
,
W a t e r E n v ir o n m e n t F e d e r a t i o n , W a sh i n g t o n , D C
St e i n , G , a n d W e i s s , J ( 19 5 1 )
" So m e F r e e R a d i c a l R e a c t i o n s o f P h e n o l T h e A c t i o n o f
t h e H y d r o g e n P e r o x i de - F e r r o u s Sa l t R e a g e n t a n d o f X - R a y s o n A q u e o u s So l u t i o n s o f
P h e n o l "
,
J C h e m So c (B ri t ) , 3 2 6 5
St r u n k
,
W G ( 19 7 7 )
" H y d r o g e n P e r o x id e f o r I n d u s t ri a l W a s t e w a t e r P o l lu t i o n C o n t r o l
"
,
P r o c e e d i n g s o f t h e 1 9 7 7 N a t i o n a l C o n f e r e n c e o n T r e a t m e n t a n d D i sp o s a l o f I n d u s t r i a l
W a s t e w a t e r s a n d R e s i du e s , H o u s t o n , T X , 1 19 - 1 2 5
St r y e r , L ( 19 8 8 ) B i o c h e m i s t r v . 3 r d e d , W H F r e e m a n a n d C o . , N Y
Su n , W - Q , P a y n e , G F , M o a s , M S G L , C h u , J H , a n d W a ll a c e , K K ( 19 9 2 )
"
T y r o s i n a s e R e a c t i o n / C h it o s a n A d s o r p t i o n f o r R e m o v i n g P h e n o l s f r o m W a s t e w a t e r
"
,
B i o t e c h n o lo g y P r o g r e s s , 8 : 17 9 - 1 8 6
8 1
T a t s u m i , K , I c h i k a w a , H , a n d W a d a , S ( 19 94 )
"
D e p h e n o l i z a t i o n f r o m A q u e o u s So lu t i o n
b y T r e a t m e n t w it h P e r o x i d a s e a n d A C o a g l a n t
"
, T h e 17 t h l A W Q B i e n n i a l I n t e r n a t i o n a l
C o n f e r e n c e in B u d a p e s t , H u n g a r y , Ju ly 1 9 9 4




L i u , S - Y , a n d B o ll a g , J M ( 19 9 2 )
"
E n z y m e - C a t a ly z e d C o m p l e x F o r m a t i o n
o f C h l o r in a t e d A n i l i n e s w i t h H u m i c Su b s t a n c e s " , W a t . S c i . T e c h , 2 5 ( 1 1 ) ; 5 7 - 6 0
T a y l o r , W L , a n d B a t t e r s by , A R ( 19 6 7 ) O x i d a t iv e C o u p li n g o f P h e n o l s . V o l I , M a r c e l
D e k k e r , I n c , N Y
T h r o o p , W M (19 7 5 / 7 7)
" A l t e r n a t i v e M e t ho d s o f P h e n o l W a s t e w a t e r C o n t r o l "
,
J o u r n a l
o f H a z a r d o u s M a t e r i a l s , 1 : 3 19 - 3 2 9




Si p e , H J , Sg a r a g l i , G , a n d M a s o n , R P ( 19 89 )
"
F r e e R a d i c a l I n t e r m e d i a t e s
d u r i n g P e r o x i d a s e O x i d a t i o n o f 2 - / - B u t y l - 4 - m e t h o x y p he n o l , 2 , 6 - D i - / - b u t y l - 4 -
m e t hy l p h e n o l , a n d R e l a t e d P h e n o l C o m p o u n d s
"
,
A r c h i v e s o f B i o c h e m i s t r y a n d
B i o p h y s i c s , 2 6 9 (2 ) : 4 2 3 - 4 3 2
W a d a , S , I c hi k a w a , H , a n d T a t s u m i , K ( 19 9 2 )
"
R e m o v a l o f P h e n o l s fr o m W a s t e w a t e r
by So l u b l e a n d I m m o b i li z e d T y r o s i n a s e
"
, W a t e r Sc i e n c e a n d T e c h n o l o gy , 2 6 : 2 0 5 7 - 2 0 5 9




U d e l l , M D , a n d M o n s e n , R M ( 19 9 3 )
"
U s e o f ir o n m i n e r a l s in o pt im i z i n g
t h e p e r o x i d e t r e a t m e n t o f c o n t a m i n a t e d s o i l s
"
,
W a t e r E n v i r o n m e n t R e s e a r c h
,
6 5 (7 ) : 8 3 9 -
8 4 4




a n d L o w e
,
C ( 19 4 2 )
"
T h e O x i d a t i o n o f p - C r e s o l b y P e r o x i d a s e
"
,





T a y l o r , K E , B e w t r a , J K , a n d B i sw a s , N ( 199 3 )
" O p t im i z a t i o n o f t h e R e a c t i o n
C o n d i t io n s f o r E n z y m a t i c R e m o v a l o f P h e n o l f r o m W a s t e w a t e r i n t h e P r e s e n c e o f
P o l y e t h y l e n e G l y c o l
"
,
W a t e r R e s e a r c h , 2 7 : 1 7 0 1 - 1 7 0 6
Y a m a z a k i , I , M a s o n , H S , a n d Pi e t t e , L ( 19 5 9 )
"
I d e n t i fi c a t i o n o f i n t e r m e d i a t e s u b s t r a t e
fr e e - r a d i c a l s f o r m e d du r i n g p e r o x i d a t i c o x i d a t i o n s b y e l e c t r o n p a r a m a g n e t i c r e s o n a n c e
s p e c t r o s c o py
"
.
B io c h e m i c a l a n d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h C o m m u n u n i c a t i o n s , 1 : 3 3 6
8 2
A p p e n d i x A . E f f e c t s o f P h e n o l o n A B T S E n z y m e A s s a y
[P h e n o l ] i n















0 . 3 18
0 3 12
0 2 7 3
0 29 8
0 2 8 6
0 3 18
0 3 0 8
0 37 8
0 32 0
0 3 1 1
0 30 5
0 . 27 2
0 2 85
0 30 1









i n d i c a t e r e a c t i o n d u p l i c a t e s
d A (4 0 5 )/ d t i n d i c a t e s t h e c h a n g e i n a bs o r b a n c e a t 4 0 5 n m p e r m i n u te
A s s a y s c o n t a i n e d
6 7 m M ph o s p h a te b u f f e r ( p H 6 )
1 . 7 m M A B T S
0 83 m M h y d r o g e n p e r o x id e
10 u L o f a d i l u t e d e n z y m e s o l u t i o n ( 1/ 10 , 0 00 o f s t o c k )
P h e n o l p r e s e n t i n a m o u n t i n d i c a t e d
8 3
A p p e n d i x B E f f e c t s o n a c t i v i t y o f C M P f r o m in c u ba t i o n w i t h f o r m a l d e h y d e
A . I n c u b a t i o n m i x t u r e c o n t a i n i n g 6 7 m M p h o s p h a t e b u f f e r ( p H 6 ) a n d 10 u L C M P
t im e







1 1 4 0
d A / d t








d A / d t





B I n c u b a t i o n m i x t u r e c o n t a i n i n g 5 m M p h o s p h a t e b u f f e r (p H 7 ), a n d 10 u L C M P
t i m e
(h r )
dA / d t
[H C H O ] = 4 0 0 0 m g / L
3 82 5
4 0 8 *
d A / d t
[H C H O ] = 0 m g/ L
3 82 5
4 0 1 *
N O T E : I n c r e a s e i n a c t i v i t y m a y be d u e t o s l i g h t i n c r e a s e i n r o o m te m p e r a t u r e
d A / d t i n d i c a t e s th e c h a n g e i n a bs o r b a n c e ( a t 4 0 5 n m ) p e r m i n u t e
F o r b o t h t e s t s
,
10 u L o f i n c u b a t i o n m i x t u r e w a s a d d e d to th e s t a n d a r d p e r o x i d e
a s s a y :
[A B T S ] = 1 7 m M
[ P e r o x id e ] = 0 8 3 m M
67 m M p h o s p h a t e b u f f e r
8 4
A p p e n d i x C E f f e c t s o f F o r m a l d e h y d e o n E n z y m a t i c R e a c t i o n
[ H C H O ]
in r e a c t i o n
(m g /L )
O ri g i n a l
[P h e n o l ]
( u M )
R e s i d u a l

























i n d i c a t e r e a c t i o n d u p l i c a t e s
R e a c t i o n C o n d i t i o n s
B a t c h r e a c t i o n s b u f f e r e d a t p H 7
P e r o x id e - p h e n o l m o l a r r a t i o = 2 : 1
10 0 u L o f 1 / 10 s to c k e n z y m e a dd e d to 10 m L r e a c t o r s
R e a c t i o n s r u n a t r o o m te m p e r a t u r e
R e a c t i o n t i m e = 15 m i n u t e s
A pp e n d i x D T h e r m a l I n a c t i v a t i o n o f C M P a t v a r i o u s p H s
8 5
d A (4 0 5 )/ d t
t i m e
( h o u r s )
p H 5 p H 6
s u c c i n a t e
bu f f e r






2 3 9 5
2 4 0 2
1 9 4 4
2 0 2 3
1 5 0 8
2 . 6 9 3
2 4 4 4
2 15 2
2 2 8 1
1 5 2 1
3 0 1 1
3 1 10
2 8 4 5
2 . 6 1 1
2 5 6 6
3 2 7 0
3 0 4 7
2 8 3 2
2 9 4 1






3 . 0 8 8
3 0 5 1
2 9 7 6
3 0 2 6
2 8 6 0
2 . 0 6 4
2 2 4 1
2 0 0 1
2 16 8
2 18 2
2 3 5 8
1 9 9 1
2 2 7 1
2 . 13 9
0 8 6 3
0 8 0 7
0 7 3 9
0 7 2 6
0 6 3 4
0 8 7 8
0 8 0 1
0 7 3 7
0 7 6 0








r e f e r t o d u p l i c a t e a s s a y s
d A (4 0 5 )/ d t i n d i c a t e s t he c h a n g e i n a b s o r b a n c e a t 4 0 5 n m pe r m i n u t e
P ho s p h a t e b u f f e r u s e d , u n l e s s o t h e r w i s e i n d i c a t e d
R e a c t i o n C o n d i t i o n s
E n z y m e c o n c e n t r a t i o n i n i n c u b a t i o n m i x t u r e = 0 0 0 5 % o f s t o c k ( 1/ 2 0 , 00 0 )
E n z y m e w a s d i l u t e d w i t h i n d i c a t e d b u f f e r ( 100 m M ) a n d i n c u b a te d a t r o o m te m p e r a t u r e
A B T S a s s a y u s e d i n a n a l y s i s o f a c t i v i t y
